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• 1 • ABSTRACT
- - -  PART r  ' ,
THE DEVELOPMENT OF A PAST SIMPLE
*
COLORIMETRIC METHOD FOR THE DETERMINATION 
OP TOTAL URINARY ESTROGEN
' • b.y
\* r R o g e r  J o s e p h  L a P l a n t e
A r e l a t i v e l y  r a p i d  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  w h i c h  u s e s  an  
e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  u r i n a r y '  
e s t r i o l  a n d  h a s  a  l i n e a r  r e s p o n s e  t o  g r e a t e r  t h a n  20 ug  
e s t r i o l / m L  i s  d e s c r i b e d -  A l l  r e a g e n t s  a n d  t h e  enzyme p r e p a r ­
a t i o n  a r e  p r e p a r e d  w i t h i n  t h e  l a b o r a t o r y .  A n . e x a m i n a t i o n  
o f  t h e  a b i l i t y  o f  E .  c o l i  a n d  H e l i x  p o m a t i a , S - g l u c u r o n i d a s e  
t o  h y d r o l y z e  u r i n a r y  e s t r i o l  g l u c - u r o n i d e s  i n d i c a t e d  t ^ e  l a t t e r  
enzyme t o  b e  t h e  enzyme o f  c h o i c e  f o r  u s e  i n  t h e  h y d r o l y t i c ,  
s t l e n ^ o f  t h e  d e s c r i b e d  m e t h o d .  'A c o m p a r a t i v e  s t u d y  b e t w e e n  . 
t h e  d e s c r i b e d  e n z y m a t i c  m e t h o d ' . a n d  a n ' - e .c id  h y d r o l y s i s  m e th o d  
i n d i c a t e d  t h e  l a t t e r  t o  y i e l d  o n l y  8 0 £ o f  t h e  t o t a l  u r i n a r y  
e s t r i o l  o b t a i n e d  w i t h  t h e  f o r m e r .
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PART i r
SYNTHESIS, EVALUATION AND OPTIMIZATION 
OF A NUMBER OF COMPOUNDS IN ENDPOINT
AND KINETIC METHODOLOGIES FOR
CREATININE QUANTIFICATION
by
R o g e r  J o s e p h  L a P l a n t e
J
A number ,  o f  com pounds  c o n s i s t i n g  o f  p h e n y l - d i n i t r o p h e n o l s ,
2 , 2 ' - d i n i t r o b i p h e n y l - 4 , 4 ’ - d i ^ u l f o n i c  a c i d '  a n d  v a r i o u s  s u b ­
s t i t u t e d  t r i n i t r o b e n z e n e  a n a l o g u e s -  w e r e  e x a m i n e d  a s  p o t e n t i a l  
s u b s t i t u t e s  f o r . 2 , 4 , 6- t r i n i t r o p h e n o l  a s  t h e  c o l o r  r e a g e n t  o f  
c h o ic . e  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s .  
None o f  t h e  e x a m i n e d  c o m pounds  was.  f o u n d  t o  b e  ac t a b l e  f o r
t h e  a s s a y  o f  c r e a t i n i n e  i n  s e r u m  a t  t h i s  t i m e  due  t o  a  l a c k  
o f  s e n s i t i v i t y -  a n d / o r  t h e  p r e s e n c e  o f  an  u n c o r r e c t a b l e  p r o ­
t e i n  i n t e r f e r e n c e .  The  p r e s e n c e  o f  t h e  e l e c t r o n  d o n a t i n g  
h y d r o x y l - g r o u p  i n  2 , ^ , 6- t r i n i t r o p h e n o l  a p p e a r s  t o  h a v e  a  f a r .  
g r e a t e r  f u n c t i o n  t h ^ r f T m e r e l y  i n c r e a s i n g  t h e  w a t e r  s o l u b i l i t y  
o f  t h e  s u b s t i t u t e d  t r i n i t r o b e n z e n e  r i n g  a s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d .
S e v e r a l  r e a c t i o n  m e c h a n i s m s  a r e  p r o p o s e d  s u g g e s t i n g  t h e  
e x i s t e n c e  o f  'a c o m p le x  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  c r e a t i n i n e ,  a l k a l i ,  
c o l o r  r e a g e n t ,  J a f f £ - p o s i t i v e  o r  n e g a t i v e  com pounds  a n d  t h e  
r e s u l t i n g - c o l o r e d  e n d - p r o d u c t .  The f a c t  a n  u n d e r b l a n k i n g  
p r o b l e m  e x p e r i e n c e d  w i t h  t h e  r e a g e n t  b l a n k  was c o r r e c t e d  by
t h e  a d d i t i o n  o f  a  s t a n d a r d  am oun t  o f  c r e a t i n i n e  t o  a l l  t h e%
t e s t  s p e c i e s  i n c l u d i n g  t h e  b l a n k ,  s u g g e s t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f
i l l
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
such .  a,n e q u i l i b r i u m  s y s t e m . ’ .
T h e ’ u s ^ " o f  a  c o l o r  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n ,  o f  150  m g /d L
2 , 4 , 6 - t r i n i t r o p h e n o l  was  f o u n d  t o  m a r k e d l y  i m p r o v e  t h e  d e f i n ­
i t i o n  o f  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  e n d -  
p r o d u c t  Cmaximum ^70 nm) i n c r e a s i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  
m e t h o d .  /
An i m p r o v e d  m e th o d  f o r  t h e  k i n e t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  
c r e a t i n i n e  on  t h e  A b b o t t  ABA-100 i s  d e s c r i b e d .  By s i m p l e x  
o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e  i o n  r e a c t i o n  c o n c e n ­
t r a t i o n ,  a  35% i n c r e a s e  i n  r e a c t i o n  r a t e  a s  w e l l  a s  a  b e t t e r
v s
c o r r e l a t i o n  w i t h  t h e  T e c h n i c o n  A u t o A n a l y z e r  M ethod  N-30 
w e re  o b t a i n e d  r e l a t i v e  t o  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  t h e  m e t h o d  p r o -
t'
o o s e d  by  t h e  m a n u f a c t u r e r . f o r  t h e  A b b o t t  ABA-100. The  p r e s e n c e  
o f  p r o t e i n - i n  t h e  t e s t  s p e c i e s  was  f o u n d  t o  p r o d u c e  a  d e c r e a s e  
i n  t h e  r e a c t i o n  r a t e .
i v *
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The C-18  s t e r o i d s  o r  e s t r o g e n s ' a r e  t h e  f e m a l e  s e x  h o r ­
mones w h i c h  a r e  p a r t i a l l y  r e s p o n s i b l e  f o r  . the  d e v e l o p m e n t  
^and m a i n t e n a n c e  o f  t h e  f e m a l e  s e x  o r g a n s  a n d  t h e  a s s o c i a t e d  
s e c o n d a r y  s e x  c h a r a c t e r i s t i c s .  They a l s o  p a r t i c i p a t e  i n  
t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e  a n d  i n  th e .  m a i n t e n a n c e  . 
o f  p r e g n a n c y .
■V*
I n  t h e  n o n - p i ^ e g n a n t  f e m a l e  e s t r o g e n s  a r e  c h i e f l y  
s e c r e t e d  by  t h e  o v a r i e s .  T h i s  p r o c e s s  o f  s t e r o i d o g e n e s i s  
i s  r e p r e s e n t e d  i n  a  som ew ha t  s i m p l i f i e d  m a n n e r  i n  Scheme 1 
( 1 , 2 ) .  U n d e r  t h e  a p p r o p r i a t e  g o n a d o t r o p i c  s t i m u l i  t h e  o v a r y  
i s  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  e s t r o g e n s  de nov o  f r o m  a c e t a t e  
a n d / o r  c h o l e s t e r o l  o f  m a t e r n a l  o r i g i n .  T h e s e  p r e c u r s o r s  a r e  
r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  t h e  A "’- s t e r o i d ,  p r e g n e n o l o n e  ( P r e ) ,  
w h i c h  u n d e r g o e s -  c o n v e r s i o n  t o  t h e  C-19 e s t r o g e n  p r e c u r s o r
it
a e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e  (DHEA) o r  t h e  A . - s t e r o i d ,  p r o g e s t e r o n e  
( P r o ) - w h i c h  i s  a  g l u c o -  o r  m i n e r a l o c o r t i c o i d  p r e c u r s o r .
A'
F o l l o w i n g  1 7 a - h y d r o x y l a t i o n  t h e  C-21  s t e r o i d s  ( P r o  a n d  P r e )  
c a n  b e  c o n v e r t e d  t o  t h e  0 1 9  s t e r o i d s  DHEA a n d  a n d r o s t e n e d l o n e  
by  t h e  enzym e d e s m o l a s e .  T h e s e  C-19 e s t r o g e n  p r e c u r s o r s  a r e  
c o n v e r t e d  t o  t h e  e s t r o g e n s  ( C - 1 8  s t e r o i d s )  by a  n u m b er  
o f  e n z y m a t i c  s t e p s  c o n s i s t i n g  o f  d e s m o l a s e ,  a r o m a t i z ­
i n g ,  enzyme a n d  v a r i o u s  h y d r o x y l a s e s .  A n d r o s t e n e d l o n e  i s  
r e a d i l y  c o n v e r t e d  t o  e s t r o n e  by  means  o f . a  C-3 h y d r o x y l a t i o n  
a n d  e s t r a d i o l  by means  o f  a  C-3 and  a  C ' - 1 7 £ - h y d r o x y 3 a t i o n .
m
«
B o th  o f  t h e s e  e s t r o g e n s  a r e  i n t e r c o n v e r t a b l e . The
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SCHEME 1 ru
l 6a - h y d r o x y l a t i o n  o f  e s t r a d i o l  t o  f o r m  e s t r i o l  d o e s  n o t
t  -
a p p e a r  t o  o c c u r  i n  e i t h e r  t h e  a d r e n a l  o r  o v a r y ,  b u t  may
o c c u r  t o  some l i m i t e d  e x t e n t  i n  t h e  l i v e r .
D u r i n g  p r e g n a n c y  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  e s t r o g e n
s y n t h e s i s  o c c u r s .  T h i s  i n c r e a s e  i s  l a r g e l y  d u e  t o  a n«
i n c r e a s e  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  e s t r i o l .  I n - t h e  hum an ,  t h e  
p l a c e n t a l  c o n t r i b u t i o n  t o  t h i s '  i n c r e a s e  i s  p a r t i c u l a r l y  
l a r g e  a n d  i s  r e f l e c t e d  . i n ' t h e  m a t e r n a l  u r i n a r y  e x c r e t i o n  
o f  e s t r o g e n s  ( 2- 5 ) ( t h e  u r i n a r y  e s t r o g e n  e x c r e t i o n  r a t e  
i n c r e a s i n g  f r o m  t h e  n o n - p r e g n a n t  l e v e l  o f  l e s s  t h a n  
100 p g / 2 4 h  t o  an  o u t p u t  o f  up t o  200 m g /2 4 h  ( 6 ))-.  As i n d i ­
c a t e d  i n  F i g u r e  1 t h e  l e v e l  o f  u r i n a r y  e s t r o g e n  i n i t i a l l y  
r i s e s  r a t h e r  s l o w l y ,  b e c o m i n g  more  r a p i d  a r o u n d  t h e  e i g h t h
• 4.
t o  t e n t h  w eek  o f  g e s t a t i o n  ( 7 ) .  By t h e  t e n t h  week  t h e  
p l a c e n t a  h a s  becom e  v i r t u a l l y  t h e  s o l e  s i t e  o f  e s t r o g e n  
p r o d u c t i o n  a s  o v a r i a n  p r o d u c t i o n  e s s e n t i a l l y  c e a s e s  ( 8 ) .
D u r i n g  t h e  t e n t h  t o  t w e n t i e t h  w eek  t h e  r o l e  o f  e s t r o g e n
\
e x c r e t i o n  i n c r e a s e s  m a r k e d l y  a n d  c o n t i n u e s  t o  i n c r e a s e ,  
t h o u g h  more s l o w l y ,  up t o  a b o u t  t h e  32nd  week  o f  g e s t a t i o n  
( 9 ) .  The e x c r e t i o n  r a t e  a g a i n  show s  a  r a p i d  i n c r e a s e  d u r i n g  
t h e  r e m a i n i n g  g e s t a t i o n a l  p e r i o d .  . T h i s  i s  f o l l o w e d  by  a  
r a p i d  d e c r e a s e ^ i n  e s t r o g e n  e x c r e t i o n  u p o n  d e l i v e r y  o f  t h e  
f e t u s  and  p l a c e n t a  ( 1 0 ) . '
The o b s e r v e d ' i n c r e a s e  i n  e s t r o g e n  e x c r e t i o n  i n  p r e ­
n a n c y  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  by a n  I n c r e a s e d  de novo  s y n t h e s i s  
o f  t h e  e s t r o g e n s  by e i t h e r  t h e  p l a c e n t a  o r  t h e  f e t u s .  The 
p l a c e n t a  by i t s e l f  h a s  b e e n  shown t o  b e  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e
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e s t r o g e n s  f r o m  a c e t a t e  ( 1 1 ) .  A l s o  t h e  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  
l a r g e  a m o u n t s  o f  e s t r i o l  p r o d u c e d  d u r i n g  l a t e  p r e g n a n c y4
c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  by- p l a c e n t a l  m e t a b o l i s m  o f  e s t r a d i o l  o r  
e s t r o n e  a s  t h e  n e c e s s a r y  l 6a - h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  i s  a b s e n t  
( 1 2 ) . '  F r a n s d e n  a n d  S ta k e m a n n  ( 1 3 )  a n d  C a s s m e r  ( l 1!) h a v e  
shown t h e  f e t a l  a d r e n a l s  t o  b e  t h e  m a j o r  c o n t r o l l i n g  f a c t o r  
o f  t h e  i n c r e a s e d  e s t r i o l  p r o d u c t i o n .  T h e i r  r o l e  i s  t o  
s u p p l y  t h e  p l a c e n t a  w i t h  t h e  n e c e s s a r y  p r e c u r s o r ( s )  t o  e f f e c t  
t h e  i n c r e a s e d  e s t r o g e n  b i o s y n t h e s i s .
v A n u m b er  o f  s y n t h e t i c  r o u t e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  
i l l u s t r a t e  t h e  c o - o p e r a t i v e  n a t u r e  o f  t h e  p l a c e n t a  a n d  f e t u s  
w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i n c r e a s e d  e s t r i o l  p r o d u c t i o n  ( 2 , 1 2 , 15 - 1 8 )
v
Su ch  a  p a t h w a y  i s  p r e s e n t e d  i n  Scheme 2 ( 1 2 , 1 6 ) .  The p l a ­
c e n t a  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  c o n v e r t  m a t e r n a l  a c e t a t e  o r  c h o l ­
e s t e r o l  t o - * p r e g n e n o l o n e ,  f o r  l i k e  t h e  ' o v a r y ,  t h e  p l a c e n t a  
d o e s  p o s s e s s  a  3 8 - h y d r o x y s t e r o i d  d e h y d r o g e n a s e  a n d  i s o m e r a s e
a c t i v i t y . /  I t ,  h o w e v e r ,  h a s  l i t t l e  o r  no  1 1 B - , ' 16a - ,  1 7 a -  o r  
«•
-21 - h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  a n d  a s  a  r e s u l t  no 17a - h y d r o x y l a t i o n  
ocar i i rs .  A l s o  b e c a u s e  o f  a" l a c k  o f  d e s m o l a s e  a c t i v i t y  t h e r e  
/  i s  no  c o n v e r s i o n  o f  C-21 s t e r o i d s  t o  C-19 s t e r i o d s .  The 
p l a c e n t a  d o e s  h a v e  t h e  a b i l i t y ,  h o w e v e r ,  t o  c o n v e r t  C-19 
s t e r o i d s  t o  C-18 s t e r p i d s ,  a r o m a t i z e  t h e  A s t e r o i d a l  r i n g  
a n d  h y d r o x y  l a t e  t h e  r i n g  a t  D o s i t i - o p s  3 a n d  1 7 6 .  B e c a u s e  
o f  a  l a c k  o f  l 6a - h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  - th e  p l a c e n t a  c a n n o t  
p r o d u c e  e s t r i o l  f r o m  t h e  u s u a l  e n d o g e n o u s  C-19 p r e c u r s o r s  
a n d  t h e r e f o r e  r e q u i r e s  .an  e x o g e n o u s  s u p p l y  o f  t h e  
l 6a - h y d r o x y l a t e d  C-19 p r e c u r s o r  t o  do s o .  The I n c r e a s e d
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SCHEME 2
p l a c e n t a l  p r o d u c t i o n  o f  e s t r i o l  i s  t h e r e f o r e , ,  d e p e n d e n t  o n .  "■ 
a n  i n c r e a s i n g  s u p p l y  o f . DHEA ( 1 5 , 1 6 )  b e i n g  made . a v a i l a b l e  
t o  i t  by  t h e  f e t a l  a d r e n a l  g l a n d s  ( 1 9 ) .
The f e t a l  a d r e n a l  c o r t e x  c o n t a i n s  a  c e l l  t y p e  ( f e t a l  
z o n e )  t h a t  i s  n o t  f o u n d  i n  t h e  m a t u r e ^ a d r & n ^ l ,  which,  i s  a b l e  
t o  u t i l i z e  a c e t a t e  o r  c h o l e s t e r o l  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  
p r e g n e n o l o n e  ( 1 1 ) .  At t e r m ,  u n d e r . f e t a l  p i t u i t a r y  s t i m u l a - ' 
t i o n ,  t h e  f e t a l  a d r e n a l s  p r o d u c e  a p p r o x i m a t e l y  9 0 % o f  t h e  
DHEA (Scheme 3 ( 1 , 2 ) )  n e c e s s a r y  f o r  t h e  o b s e r v e d - i n c r e a s e  i n  
e s t r i o l  p r o d u c t i o n  ( 2 0 )- a n d  ' 25 - 5.0% o f  t h a t  r e q u i r e d  by t h e  




P r e g n e n o l o n e  S u l f a t e
Dehydroepiandrosterone




17 S-Hy d r o x y  1-ase 
1 7 - H y d r o x y D r e g n e n o l o n e
TDehydroepiandrosterone
*
l 6a - H y . d r o x y l a s e
l 6a - D e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e
SCHEME 3
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B e c a u s e  o f  t h e  r e l a t i v e  l a c k  o f  i s o m e r a s e  a n d  3 & - h y d r o x y -  
s t e r o i d  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i n  t h e . f e t a l  t i s s u e s  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  DHEA i s  t h e  p r e f e r r e d  s y n t h e t i c  r o u t e  ( 2 ) .  S i n c e  
b o t h  t h e  f e t a l  l i v e r  a n d  a d r e n a l s  p o s s e s s  a  h igh . .  l 6a - h y d r o x y -  
l a s e  a n d  s u l f a t a s e  a c t i v i t y ,  t h e  r e s u l t i n g  DHEA i s  r e a d i l y  
s u l f o n a t e d  ( i . e . ,  d e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e  s u l f a t e  (DHEAS)) a n d /  
o r  l 6 a - h y d r o x y l a t e d  ( i . e _ . , l 6a - h y d r o x y  DHEA o r  l 6a - h y d r o x y  
DHEAS ( I 60 -OH DHEAS)) ( 1 5 , 1 7 ) .
Both the fetal and maternal estrogen precursors reach 
the placenta as the sulfate conjugate (largely DHEAS and 
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B e c a u s e  o f  t h e  h i g h  s u l f a t a s e  a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  t h e  
p l a c e n t a  t h e s e  c o n j u g a t e s  a r e  r e a d i l y  h y d r o l y z e d  t o  th e .  • 
u r i c o n j u g a t e d  p r e c u r s o r s  (DHEA o r  l6c t -0H DHEAS) ( 2 2 ) .  T h e se
ii
a r e  r a p i d l y ,  c o n v e r t e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  A - 3 - k e t o n e
4 4( i . e . ,  A -  a n d r o s t e n e d i o n e  a n d  l 6 a - h y d r o x y - A  - a n d r o s t e n e d i o n e )
by  t h e  v e r y ^ a c t i v e  3 6 - h y d r o x y s t e r i o d  d e h y d r o g e n a s e  s y s t e m .
The k e t o n e s  a r e  t h e n  r a p i d l y  a r o m a t i z e d  by  t h e  p l a c e n t a l  
a r o m a t i z i n g  enzyme ( 2 2 , 2 3 )  w h i c h  u l t i m a t e l y  c o n v e r t s  a n d r o s ­
t e n e d i o n e  t o  e s t r o n e  a n d  e s t r a d i o l  and  l 6 a - h y d r o x y a n d r o s t ' e n -  
e d i o n e  t o  e s t r i o l .  'DHEAS o f  f e t a l  o r i g i n  i s  f a v o r e d  by 
t h e  p l a c e n t a  f o r  e s t r i o l  p r o d u c t i o n  ( 2 ) .  A l t h o a g J ^ . t h e  f e t a l  
t i s s u e s  do p o s s e s s  some a r o m a t i z i n g  enzyme a c t i v i t y ,  I t  i s  
v e r y  low ( 2 4 )  a n d  t h e  s m a l l  am oun t  o f  e s t r i o l  d e r i v e d  f r o m  
t h i s  r o u t e  i s  o f  l i t t l e  q u a n t i t a t i v e  I m p o r t a n c e  ( 2 5 ) - ' .
The estrone and estradiol secreted by the placenta 
into the maternal compartment are metabolised by /the liver 
to a number of metabolites, including estriol (2 6-)- These 
metabolites are then conjugated with sulfuric acid and/or 
glucuronic acid prior to -excretion In the urine.. Because 
.the rate of metabolism of estrone and estradiol by- the fetus
f
i s  v e r y  low  ( 2 7 ) ,  t h e  e s t r t s n e  a n d / o r  e s t r a d i o l  p a s s i n g  b a c k  
i n t o  t h e  f e t a l  c o m p a r t m e n t  a r e  s u l f o n a t e d  ( 2 8 )  a n d / o r  
l 6 c i - h y d r o x y l a t e d  ( 2 2 )  b y - t h e ' f e t a l  l i v e r  a n a  a r e  t r a n s p o r t e d  
i n  t h i s  f o r m  i n  t h e  f e t u s  ( 2 8 ) .  T h e s e  c o n j u g a t e d  e s t r o g e n s  
a r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  b a c k  t o  t h e  p l a c e n t a  w h e r e  t h e y  e n t e r  
t h e  e s t r o n e - e s t r a d i o l  p o o l  f o l l o w i n g  h y d r o l y s i s  ( 2 9 ) .  As . 
^ r e s u l t  of.  t h i s  f e t a l - p l a c e n t a l  c o - o p e ' r a t i o n ,  90S o r  more
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o f  t h e  e s t r i o l  p r o d u c e d  b y  t h e  p l a c e n t a  i s  f r o m ' f e t a l  DHEA 
( 2 0 )  w i t h  t h e  r e m a i n d e r  r e s u l t i n g  f r o m  m a t e r n a l  DHEA ( 1 5 ) .
The majority of the placental estrogens secjreted into-.
r
the maternal blood are in the free form and as such are 
readily conjugated by the maternal liver with glucuronic 
acid and to a lesser extent with sulfuric acid. The process 
of conjugation fulfills, two functions: firstly, it diminishes 
the biological activity of the estrogens and secondly, 
increases^their water solubility facilitating their excretion 
in the urine. Most mammals excrete estroge'ns as conjugates 
of estrone and estradiol. However, unique to the pregnant 
human female the estrogens are excreted as conjugates of
/—'e s t r i o l  ( 3 0 ) ,  c o n s i s t i n g  p r i m a r i l y  o f  e s t r i o l - l 6 - g l u c u r o n i ‘de 
( 5 8 . 4 - 7 4  .855), e s t r i o l - 3 r g l u c u r o n i d e  ( 1 3 . 2 - 3 6 - 5 % ) s e s t r i o l - 3 -  
s u i f a t e  a n d  e s t r i o l - 3 - s u l f a t e - l 6 - g l u c u r o n i d e  (5 -12% ) ( 6 , 3 1 ) .  
T h e s e  e s t r i o l  c o n j u g a t e s  a c c o u n t  f o r  85-95% o f  t h e .  t o t a l  
e s t r i o l  e x c r e t e d  i n  l a t e  p r e g n a n c y  ( 3 ) .  A l t h o u g h  t h e  major,  
p a t h w a y  o f  e x c r e t i o n  i s  by means  o f  t h e - u r i n e  ( jL . .g . ,  g l o m e r ­
u l a r  f i l t r a t i o n  a s  w e l l  a s - t u b u l a r  s e c r e t i o n  ( 3 2 ) )  a  s m a l l  
‘am oun t  ( a b o u t  1 ? )  i s  l o s t  i n  t h e  f e c e s  a s  a '  r e s u l t  o f  b i l i a r y  
e x c r e t i o n  ( 3 3 ) -  A s m a l l e r  am oun t  i s  l o s t  i n  t h e  a m n i o t i c  
f l u i d  ( ^ 4 )  .
A definite synthetic balance exists between tnta fetus
and placenta in that the enzymatic systems necessary far the
s y n t h e s i s  o f  e s t r i o l  a r e  d i s t r i b u t e d  b e t w e e n  t h e  f e t u s  a^id
^ ^
p l a c e n t a  w i t h  n e i t h e r  u n i t  h a v i n g  t h e  f u l l  c o m p le m e n t  o f  
enzyme a c t i v i t y  ( T a b l e  I ) .  Thi^s s y n t h e t i c  i n t e r d e p e n d e n c e
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b e t w e e n  t h e  f e t u s  a n d  p l a c e n t a  h a s  b e e n  t e r m e d  " t h e  f e t o ­
p l a c e n t a l  u n i t . "  B e c a u s e  e s t r i o l  h a s  i t s  o r i g i n  p r i m a r i l y  
i n  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  u n i t *  m a t e r n a l  u r i n a r y  e s t r i o l  l e v e l s  
o f f e r  a  c l i n i c a l  i n d e x  o f  t h e  v i a b i l i t y  o r  i n t e g r i t y  o f  t h e  
f e t u s  a n d / o r  p l a c e n t a  i n  s i t u a t i o n s  d e a l i n g  w i t h  p r o b l e m  
p r e g n a n c i e s  -  a  p r o b l e m  p r e g n a n c y  b e i n g  a  p r e g n a n c y  w i t h  
a n  a b o v e - a v e r a g e  p o t e n t i a l  f o r  a  p o o r  f e t a l  o u t c o m e .  Such  
a  s i t u a t i o n  commonly e x i s t s  i n  p r e g n a n t  f e m a l e s  o r  f e t u s  
s u f f e r i n g  f r o m  f o r  e x a m p l e ;  a c u t e  t o x e m i a  ( p r e ^ e c l a m p s i a )  
( 3 5 - 4 3 ) ;  d i a b e t e s  m e l l i t u s  ( 3 5 - 4 4 ) ;  a n e n c e p h a l y  ( 1 5 , 3 9 , 4 5 ) ;  
a n d  i n t r a u t e r i n e  f e t a l  d e a t h  ( 3 9 , 4 0 , 4 6 ) .
I n  l a t e  p r e g n a n c y  t h e  m o n i t o r i n g  o f  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  
u n i t  r e p r e s e n t s  t h e  m a j o r  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  e s t r o g e n  
m e a s u r e m e n t s  i r i ^ o b s ^ t r i e s \ 9 / ■ J-rf'~praTctioe,- t h e  r e a l  u s e ­
f u l n e s s  o f  t h e  a s s a y  l i e s  i n  d o i n g  s e r i a l  a s s a y s  a s  a  m e a s u r e  
o f  c o n t r o l  b a s e d  on t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  u r i n a r y  e s t r i o l  w i l l  
d e c l i n e  w i t h  d y s f u n c t i o n  o f  t h e  f e t o - p l a c e n t a l  u n i t .  F e t a l  
d e a t h  is" a s s o c i a t e d  w i t h ,  v e r y  low l e v e l s  o f  u r i n a r y  e s t r i o l  
( l e s s  t h a n  4 . 0  m g/24  h  a t  32 weeks  g e s t a t i o n )  o r  f o l l o w i n g  a  
s h a r p  d e c l i n e  i n  t h e  e s t r i o l  l e v e l .  A p l o t  o f  u r i n a r y  
e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  v e r s u s  g e s t a t i o n a l  a g e  may b e  d i v i d e d  
I n t o  t h r e e  r a n g e s :  a  r e g i o n  o f  r e l a t i v e  s a f e t y  (95% c o n f i d e n c e .
l i m i t ); a  r e g i o n  o f  c o n c e r n ; a n d  a  r e g i o n  o f  i m p e n d i n g  o r
'
a c t u a l  f e t a l  d e a t h  ( F i g u r e  2 ( 4 7 - / ) .
When a  u r i n a r y  e s t r i o l  f a l l s  w i t h i n  t h e  r e g i o n  b o u n d e d  
by  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  t h e  95% c o n f i d e n c e  l e v e l  t h r o u g h o u t  
t h e  g e s t a t i o n a l  p e r i o d ,  I t  i s  r e l a t i v e l y  c e r t a i n  t h e , f e t u s
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16
w i l l  b e  v i a b l e  t h r o u g h o u t  t h e  p r e g n a n c y  ( 4 0 ) .  A few  e x c e p ­
t i o n s  t o  t h i s  do e x i s t ;  f o r  e x a m p le ,  i n  c a s e s  o f  R h - i s o i m m u n -  
i z a t i o n  t h e  u r i n a r y  e s t r i o l  l e v e l  may f a l l  w i t h i n  t h i s  r e g i o n - 
e v e n - t h o u g h  a c t u a l  o r  i m p e n d i n g  f e t a l  d e a t h  h a s  o r  i s  a b o u t  
t o  o c c u r  ( 4 0 , 4 8 )  . The p e r i n a t a l  m o r t a l i t y  l e v e l  i n  s u c h  
c o n d i t i o n s  i s  7 - 1 0 ?  c o m p a r e d  t o  1.85o f o r  no rm al ,  p r e g n a n c i e s  
( 4 9 ) -  D e s p i t e  n o r m a l  e s t r i o l  l e v e l s ,  i n f a n t s  o f ' d i a b e t i c  
m o t h e r s  may succum b p o s t p a r t u m  t o  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  m o t h e r s ’ 
m e t a b o l i c  a c i d o s i s  a n d  h y p e r g l y c e m i a  ( 4 2 ) .
The a r e a  o f  c o n c e r n  i s  d e f i n e d  a s  t h a t  r e g i o n  b o u n d e d  
a t  i t s  . u p p e r  a n d  l o w e r  l i m i t s  by t h e  10 a n d  5 p e r c e n t i l e  
b o u n d a r i e s ,  r e s p e c t i v e l y .  The 1 0 - p e r c e n t i l e  r e g i o n  i s  • 
d e f i n e d  a s ' t h e  c u r v e  o r o d u c e d - b v  t h e  l i n e  j o i n i n g  a n  e s t r i o l  
l e v e l  o f  8 m g /2 4 h  a t  30 w e ek s  t o  a  l e v e l  o f  12 m g /2 4 h  a t  
40 w eeks  g e s t a t i o n .  The .5 - p e r c e n t i l e  b o u n d a r y  i s  t h e  
c u r v e  d e s c r i b e d  by h a l f  t h e  1 0 - p e r c e n t i l e  e s t r i o l  l e v e l s  
( i . e . 1, 4 mg a n d  6 m g , r e s p e c t i v e l y )  . ( 2 6 , 4 0 ) .  A v a l u e  f a l l i n g  
w i t h i n  t h i s  r e g i o n  may i n d i c a t e  a  p o t e n t i a l  p r o b l e m  ( i m p e n d ­
i n g  f e t a l  d i s t r e s s )  r e q u i r i n g  i m m e d i a t e  r e - e x a m i n a t i o n  o f  
t h e  e s t r i o l  l e v e l  t o  d e t e r m i n e  i f  i n d e e d  i t  i s  f a l l i n g .
The p e r i n a t a l  m o r t a l i t y  i n  t h i s  p o r t i o n  o f  t h e  c u r v e  i s  
a p p r o x i m a t e l y  9".0?. ( 1 7 ) .  A g a i n ,  t h e r e  a r e  e x c e p t i o n s  t o  
t h i s  f i n d i n g ,  f o r  e x a m p l e  i n  some c a s e s  o f  e c l a m p s i a  t h e  . 
e s t r i o l  l e v e l  may r e m a i n  i n  t h e  a r e a  o f  c o n c e r n  t h r o u g h o u t  
t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  p r e g n a n c y  w i t h  t h e  f e t u s  d e v e l o p i n g  
n o r m a l l y . .
A s i g n i f i c a n t  am oun t  o f  c o n t r o v e r s y  e x i s t s  a s  t o  t h e
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c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a r e a  o f  c o n c e r n ,  a l t h o u g h - t h e r e  
i s  l i t t l e  d o u b t  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  
5 - p e r c e n t i l e  r a n g e  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  i m p e n d i n g  f e t a l  d i s -  
t r e s s .  O s t e r g a r d  a n d  K u s h i n s k y  (4 3 ) '  f o u n d  t h a t  no f e t a l  
j, d e a t h s  w e r e  o b s e r v e d  when t h e  e s t r i o l  - l e v e l  was a b o v e  t h e
a r e a  b o u n d e d  by  5 m g /2 4 h  a t  32 w e ek s  a n d  10 mg/24h  a t  40
w e e k s .  They a l s o  f o u n d  t h a t  i n  o n l y  35? o f  t h e  c a s e s  d i a g -  -
n o s e d  a s  f a l l i n g  b e l o w  t h i s  r a n g e  d i d  f e t a l  d e a t h  a c t u a l l y  
o c c u r .  They s u g g e s t e d  t h e r e f o r e ,  t h a t  u r i n a r y  e s t r i o l  l e v e l s  
may b e  a  b e t t e r  i n d i c a t o r  o f  t h e  a b s e n c e  o f  i n t r a u t e r i n e  
d i s t r e s s  r a t h e r  t h a n  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  i t s  p r e s e n c e .  O t h e r s
h a v e  r e p o r t e d  a  low  l e v e l  o f  e s t r i o l  t o  b e  i n d i c a t i v e  o f
i
feto-placental dysfunction rather than of fetal jeopardy, 
especially if the estriol levels are low throughout the last 
trimester (3 7 ,5 0 ,5 1 ). It is,however, generally accepted that 
estriol levels below 4 mg/2 4h after 32 weeks gestation are
i n d i c a t i v e  o f  a  v e r y  h i g h  l i k e l i h o o d  o f  p e r i n a t a l  m o r t a l i t y
"\
( 1 3 , 3 0 , 3 8 , 4 0 ) ,  w i t h  a b n o r m a l l y  low  l e v e l s  d u r i n g  t h e  f i r s t '  
t r i m e s t e r  i n d i c a t i v e  o f  a n  i m p e n d i n g  a b o r t i o n  ( 4 9 ) .
B e c a u s e  i m p e n d i n g  o r  a c t u a l  f e t a l  d e a t h  i s  g e n e r a l l y ; 
a s s o c i a t e d  w i t h  a  r a p i d  c o n t i n u o u s  f a l l  i n  u r i n a r y  e s t r i o l  
f r o m  t h e  n o r m a l  r a n g e  i n t o  t h e  a r e a  o f  c o n c e r n  ( i _ . e . , a  
c h a n g e  i n  s l o p e  o f  SQ% o r  more ( 5 2 )  o r  a  v a l u e -50?  o r  l e s s  
o f  t h e  p r e v i o u s  v a l u e ) ,  i f  t h e  g e s t a t i o n a l  a g e  i s  32 w e ek s  o r  
m ore ,  p r e m a t u r e  d e l i v e r y  o f  t h e  j e o p a r d i z e d  f e t u s  may be  
i n d i c a t e d  ( 3 8 - 4 2 , 5 1 - 5 4 ) .  P r i o r  t o  32 w eek s  g e s t a t i o n ,  p r e ­
m a t u r e  d e l i v e r y  i s  n o t  n o r m a l l y  p e r f o r m e d ,  e v e n  i n  c o n d i t i o n s
.ft-
* r'
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o f  p o o r  f e t a l  s t a t u s ;  a s  t h e  d e l i v e r y  r e p r e s e n t s  a t  l e a s t  a s  t
g r e a t  a  h a z a r d  a s  t h e  c o n t i n u e d  e x i s t e n c e  i n  u t e r o . T h e r e ­
f o r e ,  b e f o r e  s u r g i c a l  i n t e r v e n t i o n  o f  t h e  p r e g n a n c y  i t  i s
♦
n e c e s s a r y  t o ' a c c u r a t e ' ^  a s c e r t a i n  w e t h e r  o r  n o t  t h e  f e t u s
. .$>• i s  s u f f i c a n t l y  d e v e l o p e d  t o  cope  w i t h  t h e  e x t r a u t e r i n e
*
e n v i r o n m e n t .
A- p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  shown t o  e x i s t  b e t w e e n  
low  u r i n a r y  e s t r i o l  l e v e l s  d u r i n g  t h e  l a s t  w e ek s  o f  p r e g ­
n a n c y  a n d  a  low b a b y  b i r t h  w e i g h t  ( i n t r a u t e r i n e  g r o w t h  
' r e t a r d a t i o n )  ( 3 6 , 3 8 , 4 7 , 5 1 , 5 5 , 5 6 )  o r  d e l i v e r y  o f  a n  i m m a t u r e ,  
f e t u s  ( 5 7 - 5 9 ) .  C o n t r o v e r s y  e x i s t s  a s  t o  w h e t h e r  a 
low  e s t r i o l  l e v e l  a t  t h e  t i m e  o f  p a r t u r i t i o n  h a s  a n y  e f f e c t  
upo n  t h e  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  o ^ . t h e  i n f a n t  e x t r a - u t e r o  
. ( 6 0 - 6 2 ) .  '
B e c a u s e  o f  t h ^ .  r a t h e r  w id e  . d i u r n a l  v a r i a t i o n  i n  e s t r i j o l  
o u t p u t  ( c a n  b e  a s  h i g h  a s  3 3 - 5 0 ?  ( 3 6 , 5 1 ) )  p l u s  t h e  p r e s e n c e  
o f  a  c i r c a d i a n  r y t h m , .  t h e  s h o r t e r  t h e  d u r a t i o n  o f  u r i n e  
c o l l e c t i o n  t h e  more  v a r i a b l e  t h e  e s t r i o l  o u t o u t .  The O D t im a l  
p e r i o d  o f . c o l l e c t i o n  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  48 h o u r s  w i t h  24 
h o u r s  b e i n g  t h e  more  commonly u s e d  .as  w e l l  a s  t h e  minimum 
s a m p l i n g  p e r i o d  n e c e s s a r y  t o  m a i n t a i n  a  r e a s o n a b l e  d e g r e e  o f  
p r e c i s i o n  ( .6 3 ,6 4 ) .  L a r g e l y  b e c a u s e  o f  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
d i u r n a l  v a r i a t i o n  i n  e s t r i o l  o u t p u t ,  s i n g l e  a s s a y s  h a v e  l i t t l e  
c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e - ,  w i t h  s e r i a l  s a m p l e s  b e i n g  recom m ended  
f o r  a  v i a b l e  c l i n i c a l  p i c t u r e  ( - 3 8 , 5 1 , 5 3 ) .  I t  i s  recom m ended  
t h a t  a  t o t a l  c r e a t i n i n e  b e  d o n e ,  i f £ > a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  
e s t r i o l  a s s a y ,  t o  e n s u r e  t h a t ' i n  f a c t  a  c o m p l e t e




24—o r  4 8 - h o u r  u r i n e  s a m p l e , h a s  b e e n  s u b m i t t e d - f o r  a s s a y  ( 6 5 ) .
I n  an  e f f o r t  t o  d i m i n i s h  t h e  e f f e c t  d i u r n a l  . v a r i a t i o n ,  
h a s  upo n  t h e  t e s t  r e s u l t  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  t e s t  
r e s u l t . b e  e x p r e s s e d  a s  a n  e s t r o g e n  c r e a t i n i n e  r a t i o  (E /C )  
r a t h e r  t h a n  e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  ( 6 5 ) .  ' The u s e  o f  E/C 
r a t i o s  h a v e  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  a s  a  m eans  o f  d e t e c t i n g  a n d  
c o r r e c t i n g  f o r  I n c o m p l e t e  s a m p l i n g  ( 6 6 , 6 7 ) . .  The u s e  o f  
E/C r a t i o s  on e a r l y  m o r n i n g  v o i d e d '  u r i n e  s a m p l e s  h a s  b e e n  
p r o p o s e d  ( 67. - 69 )3  h o w e v e r  t h i s  p r a c t i c e  h a s  n o t  r e c e i v e d  
w i d e - s p r e a d  a c c e p t a n c e  ( 7 0 ) .
0 . . .
S i n c e  t h e  d i s c o v e r y  o f  e s t r o n e  by  D o i s y  e t  a l . ( 7 1 ) ,  
e f f o r t s  h a v e  b e e n  made t o  e s t a b l i s h  r e l i a b l e  m e t h o d s  f o r  
_the  d e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e n s  i n  bod y  f l u i d s .  B i o l o g i c a l
m e t h o d s  w e r e  t h e  e a r l i e s t  m e t h o d o l o g i e s  t o  b e  u s e d  a n d
• /)t h o u g h  t h e y  h a v e  t h e  a d v a n t a g e s  o f  s p e c i f i c i t y  a n d  s e n s i t i v ­
i t y ,  t h e i r  many i n h e r e n t  p r a c t i c a l  d i f f i c u l t i e s  h a v e  s e r -  
i o u s l y  l i m i t e d  t h e i r  a p p l i c a t i o n  t o  r o u t i n e  a n a l y s i s .  I n  
s p i t e  o f  t h e  f a c t  n u m e ro u s  c h e m i c a l  m e th o d s  have ,  b e e n  
d e s c r i b e d  f o r  t h e  a s s a y  o f  e s t r o g e n s ,  few o f  t h e s e  a r e  
s u i t a b l e  f o r  r o u t i n e  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n .  The d i f f i c u l t y  
I n  a s s a y i n g  t h i s  g r o u p  o f  s t e r o i d s  I s  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  
f a c t  t h a t , e x c e p t  i n  p r e g n a n c y  a n d  i n  c e r t a i n  e n d o c r i n o p a t h i e s , 
t h e  l e v e l  o f  e s t r o g e n  p r e s e n t  I n  t h e  s a m p l e  I s  e x t r e m e l y ,  
low I n  a  s a m p l e  m a t r i x  c o n t a i n i n g  a  l a r g e  n um ber  o f  i n t e r -
■ J  'f e r i n g  s p e c i e s .
■Though u r i n a r y  e s t r o g e n  c o n j u g a t e s  may b e  a n a l y z e d  d i r ­
e c t l y  ( 5 2 , 7 2 ) , t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m e th o d s  u s e d  i n v o l v e  t h e
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a s s a y  o f  t h e  f r e e  s t e r o i d ( s )  w h i c h  I s  o b t a i n e d  by  m e an s  o f  
- an  e x t r a c t i o n  o f  t h e  h y d r o l y s i s  m i x t u r e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  
s t e r o i d  c o n j u g a t e ( s ) . The h y d r o l y s i s  o f  t h e  c o n j u g a t e d  
' s t e r o i d  may b e  e f f e c t e d  by  e i t h e r  a n  a c i d  h y d r o l y s i s  o r  
i n c u b a t i o n  w i t h  S - g l u c u r o n i d a s e  • - Aci-d^ h y d r o l y s i s  h a s  b e e n  
t h e  m e th o d  o f  c h o i c e ,  a n d  u s u a l l y  c o n s i s t e d  . 'of r e f l u x i n g  
t h e  u r i n e  s a m p l e  w i t h  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 7 3 ) .  D u e ' t o  t h e  
r e l a t i v e l y  n o n - s p e c i f i c  n a t u r e  o f ’ t h i s  h y d r o l y s i n g  medium 
a n d / o r  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s  i n  t h e  s a m p l e ,  th e -  e s t r i o l  l i b e r -  ' 
a t e d  d u r i n g  h y d r o l y s i s  i s  f u r t h e r * d e g r a d e d  ( 7 * 0 -  Brown 
( 7 3 , 7 5 )  a t t r i b u t e d  a  l o s s  o f  1 0 - 2 0 ?  I n  t h e  r e c o v e r y  o f  
e s t r i o l  c o n j u g a t e s  a d d e d  t o  u r i n e  b l a n k s  t o . t h e  n o n - s p e c i f i c  
n a t u r e  o f  a c i d  h y d r o l y s i s .  I n  a n  a t t e m p t  t o  m i n i m i z e  t h i s  
l o s s , m i l d e r  a c i d  h y d r o l y s i s  s y s t e m s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  ( 7 6 ) ;  
h o w e v e r ,  t h e y  t e n d  t o  s u f f e r  f r o m  i n c o m p l e t e  h y d r o l y s i s  o f  
the -  e s t r i o l - c o n j u g a t e s . The a c i d  h y d r o l y s i s  o f  u r i n e  h a v i n g  
a  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  - r e s u l t s  i n  a  f u r t h e r  d e g r a d a -  
■ t i o n  o f  t h e  f r e e  e s t r i o l  due  t o  t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  
g l u c o s e  ( 7 ^ , 7 7 , 7 8 ) .  To o v e rc o m e  t h i s  t h e  g l u c o s e  i s  r e m o v e d  - 
f r o m  t h e  s a m p l e  by  m eans  o f  a n  o v e r n i g h t  y e a s t ’ f e r m e n t a t i o n  
s t e p .  A c id  h y d r o l y s i s  i s  a l s o  s u b j e c t  t o  a n  I n t e r f e r e n c e  
f r o m  u r i n e  s a m p l e s  h a v i n g  a  h i g h  d e n s i t y  ( 7 7 ) .  The a c i d  
h y d r o l y s i s  o f  c e r t a i n  commonly e n c o u n t e r e d  m e d i c a t i o n s ,  f o r  
e x a m p l e  h e x a m i n e  m a n d e l a t e  ( 7 7 ) ,  m e t h e n a m i n e  m a n d e l a t e  ( 7 7 ,  
7 9 ) ,  c a s c a r a  ( 7 5 ) ,  s e n n a  ( 7 5 ) ,  h e x a m i n e  h i p p u r a t e  (7 9 )  a n d  
h y d r o c h l o r o t h i a z i d e  ( 8 0 ) ,  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  f o r m a l ­
d e h y d e  w h ic h  i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  c o l o r i m e t r i c  q u a n t i f i c a t i o n
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o f  e s t r i o l .  V a r i o u s  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r - t h e  p u r -  
p o s e  o f  e i t h e r  r e m o v i n g  o r  d i m i n i s h i n g  t h e  e f f e c t  o f ' t h e  
a b o v e  i n t e r f e r e n c e s :  d i l u t i o n  o f  t h e  u r i n e  s a m p l e  0 7*0 ;
t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  a c i d  . l a b i l e  e s t r i o l  c o n j u g a t e s - ,  b y  means  
o f  a n  ammonium s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n  s t e p  ( 8 1 - 8 3 ) ;  p u r i f i c a ­
t i o n  o f  t h e  c o n j u g a t e s  by r e m o v i n g  t h e  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s ^  
(8 4 ,8 5 ); a n d  by  s e p a r a t i n g  t h e  e s t r i o l  c o n j u g a t e s  from" t h e  
s a m p l e  b y  m eans  o f  a  p o l y s t y r e n e  r e s i n  ( 8 6 ) .  None o f  t h e s e  
m e t h o d s ,  h o w e v e r ,  h a s  I m p r o v e d  t h e - I n h e r e n t  l a c k  o f  s p e c i f i c ­
i t y  o f  a c i d  h y d r o l y s i s  m e t h o d s .  . ’ '
The use of the enzyme S-glucuronidase for the hydrolysis 
of estriol conjugates offers not only a greater degree of 
hydrolytic specificity but also a hydrolysis, medium that is 
relatively free from-the many interferences associated with 
acid hydrolysis (8 7 ,8 8 ). B-Glucuronidase is generally 
obtained from one'of the following sources: bovine origin;
Helix pomatia (Helix); or Escherichia coll (E.coli) origin. 
The latter two sources are the more commonly used for the 
hydrolysis of estrogen conjugates. Ideally the enzyme 
system used should .contain sufficient sulfatase activity to 
hydrolyze the 5-12? of the total estriol present which is 
in the sulfate conjugate form.
I n  1972  Dray  et_ a l .  ( 8 9 ) f o u n d  a  s e l e c t  s t r a i n  o f  
E .  c o l l  w h i c h  c o n t a i n e d  a  8 - g l u c u r o n i d a s e  h a v i n g  a  v e r y  h i g h  
h y d r o l y t i c  a c t i v i t y .  On t h e  b a s i s  o f  t h i s  h i g h  a c t i v i t y  
t h e y  p r o p o s e d  t h e  u s e  o f  t h i s  enzyme r a t h e r  t h a n  B - g l u c u r o n i -  
d a s e  o f  H e l i x  o r i g i n .  H o w e v e r ,  G r a e f  e t  a l . ( 9 Q )  h a v e  shown
. ' t ' i
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t h a t  ' t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  tw o 
e nzym es  i n  t h e i r  a b i l i t y ,  t o  h y d r o ' i y z e '  u r i n a r y  e s t r i o l  c o n ­
j u g a t e s .  One a d v a n t a g e  o f  u s i n g  B - g l u c u r o n i d a s e  o f  H e l i x
* *
o r i g i n  i s  t h a t  t h i s  enzyme p r e p a r a t i o n  g e n e r a l l y  h a s  a
f a i r l y ,  h i g h  s u l f a t a s e  a c t i v i t y  a s  a  c o n t a m i n a n t  (9 1 )  * The
* *
E.  c o l i  enzyme o n " t h e  o t h e r  h a n d  h a s  no  s u l f a t a s e  a c t i v i t y ,
w h i c h  e v e n  i f  a d d e d  w o u ld  b e  i n h i b i t e d  n o t '  o n l y  by  t h e  pH 
a t  w h i c h  t h e  h y d r o l y s i s  o c c u r s  b u t  a l s o  by t h e  b u f f e r  c o n ­
s t i t u e n t s  (p t fc5§pha te ) u s e d  w i t h  t h e  enzyme ( 9 D -  C ro w le y  
and  R o s s e r  ( 8 8 )  h a v e  shown by m eans  o f  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  
b e t w e e n  a c i d  h y d r o l y s i s  a n d  H e l i x  0 - g l u c u r o n i d a s e  h y d r o l y s i s  
t h a t  t h e  f o r m e r  y i e l d e d  on t h e  a v e r a g e  o n l y  7 0 - 8 0 ?  o f  t h e  
t o t a l  e s t r i o l  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s .
F o l l o w i n g - h y d r o l y s i s , t h e  f r e e  e s t r o g e n ( s )  w h i c h  a reV ^  
s p a r i n g l y  w a t e r  s o l u b l e ,  a r e  e x t r a c t e d  u s i n g  a  v a r i e t y  o f  weak 
o r g a n i c  s o l v e n t s .  Numerous  m e t h o d s  f o r  t h e  q u a n t i f i c a ­
t i o n  o f  e s t r o g e n s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  < s & S ls i s t in g  o f  c o l o r ­
i m e t r i c ,  f l u o r o m e t r i c ,  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  o r  r a d i o i s o t o p i c  
m e t h o d s .  I n  1930 M a r r i a n  ( 9 2 )  o b s e r v e d  t h a t  when e s t r o g e n s
w e r e  h e a t e d  w i t h  c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  a  y e l l o w - o r a n g e
%
c o l o r  p o s s ^ s i n g  a n  i n t e n s e  f l u o r e s c e n c e  was  f o r m e d .  V a r i o u s  
a u t h o r s  h a v e  s i n c e  o p t i m i z e d  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  
f l u o r o m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e - n  ( 1 0 , 5 2 , 9 3 - 9 7 ) .
A l t h o u g h  f l u o r o m e t r i c  m e t h o d s  p o s s e s s  a  v e r y '  h i g h  s e n s i t i v i t y
( l e s s  t h a n  1 mg e s t r i o l / 2 4 h ) - t h e i r  r e l a t i v e  n o n - s p e c i f i c i t y ,  
a n d  s e n s i t i v i t y '  t o  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s  n e c e s s i t a t e s  e x t e n ­
s i v e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  p r i o r  . t o  q u a n t i f i c a t i o n .  ,a
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L a r g e l y -  b e c a u s e  o f  t h e s e  s h o r t c o m i n g s ,  f l u o r o m e t r i c  m e th o d s  
^ . r e  s e l d o m  r o u t i n e l y  u s e d  i n  t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  f o r  t h e  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  e s t r i o l  i n  p r e g n a n c y  u r i n e  ( 9 5 ) -
S i n c e  W o t i z  a n d  M a r t i n e t  a l .  .(.98) a n d  V a n d e n h e u v e l  ( 9 9 )  
4t> r e p o r t e d  t h a t  e s t r o g e n s  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  b y  m eans  o f  g a s -
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ,  s e v e r a l  m e t h o d s  h a v e '  b e e n  r e p o r t e d  
f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  f r e e  e s t r o g e n s  f o l l o w i n g  h y d r o l y s i s  
( 8 7 , 1 0 0 - 1 0 7 ) .  I n  a n  a t t e m p t  t o  i n c r e a s e  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  v a r i o u s  m e t h o d s  o f  p u r i f i c a t i o n  a n d / o r  
I s o l a t i o n  p r i o z ^ o  q u a n t i f i c a t i o n  h a v e  b e e n  p r o p o s e d ;
S e p h a d e x  p u r i f i c a t i o n  ( 1 0 2 , 1 0 3 ) ;  s y n t h e s i s  o f  f l u o r i n a t e d  
' e s t e r s  ( 1 0 5 ) ;  s i l y l a t i o n  w i t h  b i s - t r i m e t h y l s i l y l  a c e t a m i d e  
( 1 0 *1- 1 0 6 ) o r  t r i m e t h y l c h l o r o s i l a n e  (10*1);  a n d  a c e t y l a t i o n  
■ w i t h  p y r i d i n e - a c e t i c  a n h y d r i d e  ( 8 6 ) .  T h e ' c o m p l e x i t y  o f ,
- a n d / o r  t i m e  r e q u i r e d  t o  p r o c e s s  t h e  s a m p l e  p r i o r  t o  g a s  
c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s , t e n d s  t o  make t h e s e  p r o c e d u r e s  
g e n e r a l l y  u n s u i t a b l e  f o r  r o u t i n e  c l i n i c a l  u s e .
A l t h o u g h  r a d i o i m m u n o a s s a y  h a s  b e e n  u s e d  f o r  t h e  d e t e r ­
m i n a t i o n ,  o f  u r i n a r y  e s t r i o l  (3&£,108 ';109) t h e  c o l o r i m e t r i c  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  e s t r i o l  by means  o f  t h e  K o b e r  r e a c l S ^  
p r e d o m i n a t e s  i n  t h e  r o u t i n e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y .  F o l l o w i n g  
' M a r x i a n ' s  (9 2 )  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
e s t r o g e n s  and  c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d ,  K o b e r  ( 1 1 0 )  
r e p e a t e d  t h e  r e a c t i o n  u s i n g  d i l u t e  s u l f u r i c  a c i d  ( 7 0 ?  v / v )  
t o  w h i c h  h e  a d d e d  p h e n o l  t o  m i n i m i z e  o x i d a t i o n .  The r e s u l t  
o f  t h i s  r e a c t i o n  was  a n  i n t e n s e l y  r e d - c o l o r e d  p i g m e n t  w h ic h  
a p p e a r e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  f o r  t h e  e s t r o g e n s ,  a s
s
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i n t e r f e r i n g  s p e c i e s  g e n e r a l l y  y i e l d e d  a  y e l l o w - c o l o r e d  p r o ­
d u c t .  Brown (7 3 > 1 1 1 )  l a t e r  m o d i f i e d  K o b e r Ts m e t h o d  by  a d d ­
i n g  h y d r o q u i n o n e  r a t h e r  t h a n  p h e n o l  t o  t h e  s u l f u r i c  a c i d
o us  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  t h e  u r i n e  s a m p l e .  ' To 
r em ed y  t h i s  I t t r i c h  ( 1 1 2 )  p r o p o s e d  a  p u r i f i c a t i o n  s t e p  i n  
w h ic h  t h e  K o b e r  c h ro m o g e n  was e x t r a c t e d  w i t h  g _ - n i t r o p h e n o l  
i n  a  c h l o r i n a t e d  o r  b r o m i n a t e d  o r g a n i c  s o l v e n t .  T h i s  m o d i ­
f i c a t i o n  i n c r e a s e d  t h e  m e t h o d ’ s o v e r a l l  s e n s i t i v i t y  by  r e d u c ­
i n g  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  b a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e .  Numerous 
ft?
m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  K o b e r  r e a c t i o n  h a v e  s i n c e  b e e n  d e s c r i b e d  
f o r  r o u t i n e  u s e  i n  t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  ( 9 6 , 9 7 , 1 1 0 - 1 1 8 ) .
I n  a l l  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  t h e  A l l e n  c o r r e c t i o n  (1 1 9 )  
i s  u s e d  t o  c o r r e c t  f o r  t h e  s p e c t r a l '  c o n t r i b u t i o n s  ( i r r e l e v a n t  
a b s o r p t i o n )  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  c h r o m o g e n s  f a l l i n g  i n  t h e  
r e g i o n  o f  m a x im a l  a b s o r p t i o n . o f  t h e  K o b e r  e s t r o g e n  c h r o m o g e n .  
T h e s e  s p e c t r a l  c o n t r i b u t i o n s  a r e  o f  a  n o n - c h a r a c t e r i s t i c  and  - 
u n d e t e r m i n e d  n a t u r e .  The A l l e n  c o r r e c t i o n  i s  d e s c r i b e d  a s  
f o l l o w s :
w h i c h  r e s u l t e d  i n  a n  I n c r e a s e  I n  t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  
e s t r i o l  c h ro m o g e n  ( h y p e r c h r o m i c  e f f e c t ) .  The m e t h o d ,  
h o w e v e r ,  s t i l l  l a c k e d  s e n s i t i v i t y ,  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  n u m e r -
w h e r e : Ac o r r = C o r r e c t e d  a b s o r b a n c e /
2
( 1 )
Amax A b s o r b a n c e  a t  t h e  m a x im a l  a b s o r b a n c e  w a v e l e n g t h .
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A^ = A b s o r b a n c e  o b t a i n e d  a t  a  w a v e l e n g t h  a  nm
l o w e r  t h a n  t h e  m a x i m a l  a b s o r p t i o n  w a v e l e n g t h .
A2 = A b s o r b a n c e  o b t a i n e d  a t  a  w a v e l e n g t h  a  nm
h i g h e r . ' t h a n  t h e  m a x im a l  a b s o r p t i o n  w a v e l e n g t h .
T h i s  c o r r e c t i o n  i s  b a s e d  on  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  c o n ta m ­
i n a t i n g  c h r o m o g g C ^ g o s s e s s e s  a  l i n e a r  a b s o r b a n c e  w i t h  r e s p e c t  
t o  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  e s t r o ­
g e n  c h ro m o g e n  ( 1 1 9 ) ( i * e . , e x i s t s  a s  a n  a b s o l u t e  e r r o r  o f
t h e  p o s i t i v e  t y p e  ( 1 2 0 ) ) .  B e c a u s e  t h e  v a l i d a t i o n . o f  t h e
*
l i n e a r i t y  o f  t h e  c o n t a m i n a n t  i s  n o t  .only  d i f f i c u l t  b u t  
r a t h e r  u n c e r t a i n  i t  i s  s e l d o m  d o n e  ( 1 2 1 , 1 2 2 ) .  I n  a d d i t i o n  
t o  t h e  a b o v e ,  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  i n t e r f e r i n g  com­
p o u n d ^ )  a r e  a l w a y s  e s s e n t i a l l y  t h e  same a n d  h e n c e  g i v e  t h e  
same n o n - s p e c i f i c  c o l o r  when . r e a c t e d  w i t h  t h e  K o b e r  c o l o r  
r e a g e n t  w i t h o u t  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  e s t r o g e n  c h r o m o g e n
( 1 1 9 ) .
T h i s  c o r r e c t i o n  d o e s  s u f f e r  f r o m  s e v e r a l  s h o r t c o m i n g s
( 1 2 0 ) .  F i r s t l y ,  i t  i s  u n a b l e  t o - c o r r e c t  f o r  e i t h e r  a  n e g a ­
t i v e  a b s o l u t e  e r r o r  o r  a  p o s i t i v e  a n d / o r  n e g a t i v e  r e l a t i v e  
e r r o r .  S e c o n d l y ,  t h e  c o r r e c t i o n  d i m i n i s h e s  t h e  m e a s u r e d  
m a x im a l  a b s o r b a n c e  s i g n a l  an d  t h e r e f o r e ,  may m a g n i f y  t h e s e  
e r r o r s  due  t o  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  a b s o r b a n c e .  T h i s  
d e c r e a s e d  s i g n a l  may b e  d i m i n i s h e d - f u r t h e r  i f  t h e  s p e c t r u m  
o v e r  w h i c h  t h e  r e a c t i o n  i s  m o n i t o r e d  i s  t o o  n a r r o w  ( i , . e _ . ,
a . i n  t h e  a b o v e  f o r m u l a  . i s  t o o  s m a l l )  a s  t h e  n a r r o w e r  t h e  
s p e c t r a l  r a n g e  t h e  h i g h e r  t h e  a b s o r b a n c e  s u b t r a c t e d  f r o m  
t h e  m a x im a l  a b s o r b a n c e .  , Brown ( 7 3 )  h a s  i n d i c a t e d ,  h o w e v e r ,  
t h a t  t h e  A l l e n  c o r r e c t i o n  a n d  i t s  a s s o c i a t e d  a s s u m p t i o n s
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a r e  v a l i d  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  u r i n a r y  e s t r o g e n s  by  
m eans  o f  t h e  K o b e r  r e a c t i o n .
The K o b e r  r e a c t i o n  c o n s i s t s  o f  two. s t a g e s  o f  c o l o r  
d e v e l o p m e n t .  Upon h e a t i n g  e s t r o g e n s  w i t h  s u l f u r i c  a c i d  t h e • 
i n i t i a l  r e a c t i o n  o r o d u c e s  a  p r e d o m i n a n t l y  y e l l o w - c o l o r e d  
coiriplex h a v i n g  a  m a x i m a l  A b s o r p t i o n  a t  465 nm. D u r i n g  t h e  
s e c o n d  s t a g e r  o f  t h e  r e a c t i o i ^ t h e  p r o d u c t  o f  t h e  f i r s t  
, i s  d i l u t e d  w i t h  w a t e r  a n d  r e h e a t e d ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  a  p i n k - c o l o r e d  c o m p le x  h j j ^ ^ i g  a n  a b s o r p t i o n  
maximum a t  515 nm. The l a t t e r  a b s o r p t i o n  maxima i s  g e n e r a l l y  
u s e d  f o r  t h e  c o l o r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e n s .
O l i v e r  et_ a l .  ( 1 2 3 )  o b s e r v e d  t h a t  pu&e e s t r i o l  a n d  
a q u e o u s  s u l f u r i c  a c i d  r e a c t  t o  f o r m  t h r e e  d i s t i n c t l y  c o l o r e d  
c o m p l e x e s  d u r i n g  t h e  f i r s t  s t a g e  o f  t h e  r e a c t i o n  a n d  a  f o u r t h  
c o m p le x  d u r i n g  t h e - f i n a l  h e a t i n g  s t a g e .  B o th  O l i v e r  (1 2 3 )  
a n d  o t h e r s  ( 1 2 4 , 1 2 5 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  s t a b i l i t y  o f  
t h e s e  c o m p l e x e s  i s  s t r o n g l y  d e p e n d e n t  on  t h e  r e a c t i o n  c o n -  
• c e n t r a t i o n  o f  t h e  s u l f u r i c  a c i d .  I n i t i a l l y ,  upon- a d d i t o n  o f  
t h e  s u l f u r i c  a c i d  t o  t h e  e s t r i o l , a  c o l o r e d  c o m p le x  w i t h  a n  
a b s o r p t i o n  maximum o f  372 nm i s  o b t a i n e d ,  w h i c h  upon
h e a t i n g  i s  c o n v e r t e d  t o  a  m i x t u r e  o f  two  c o l o r e d  c o m p l e x e s  
h a v i n g  i n d i v i d u a l  a b s o r p t i o n  maximum a t  465 nm ( I j i g ^ )  a n d  
472 n m , r e s p e c t i v e l y . D i l u t i o n  o f  t h i s  m i x t u r e  w i t h  w a t e r  
f o l l o w e d  by  t h e  s e c o n d  h e a t i n g  s t a g e  r e s u l t s  i n  b a t h o c h r o m i c
s h i f t  o f  t h e  465 nm maximum t o  515 nm ( A _ , _ ) .515
b " \  1)1 (■
. h 2s o 4 •
E s t r i o l  » ^372
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K im u ra  e t  a l .  ( 1 2 5 )  f o u n d  t h a t  t h e  c o m p le x  u n d e r w e n t
a  s e c o n d a r y  c h a n g e  w i t h  d e c r e a s i n g  s u l f u r i c  a c i d  c o n c e n t r a ­
t i o n  t o  a  p r o d u c t  ’o t h e r  t h a n  t h e '  X_1C. c o l o r e d  c o m p l e x ,  w h i l e  
t h e  h i g h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  - t h e  s u l f u r i c  a c i d  t h e  g r e a t e r  
' t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  *53.5 p r o d u c t  ( i _ . £ . , t h e  a b s o r p t i o n  v  
maximum t e n d s  t o  s h i f t  t o  a  s h o r t e r  w a v e l e n g t h  a s  t h e  c o n -  
c e n t r a t i o n  o f  s u l f u r i c  a c i d  i n c r e a s e s ) .  The p r e s e n c e  o f  
q u i n o l 1 o r  h y d r o q u i n o n e  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a p p e a r s  t o
a s s i s t  a l s o  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  p r i m a r y  p r o d u c t s  t o  t h e
Xc ,r- o r o d u c t  ( 1 2 3 ) .
. 515 ‘
Marlow ( 1 2 6 )  h a s  r e . p o r t e d  t h a t  a  p o s i t i v e  K ober  r e a c ­
t i o n  i s  o b t a i n e d  w i t h  s t e r o i d s  h a v i n g  a n  a r o m a t i c  A r i n g
*
w i t h  a C-3 h y d r o x y l  g r o u p  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  e i t h e r  a  C-17 
h y d r o x y l  g r o u p  o r  a ' h y d r o x y l  g r o u p  a t  b o t h  C-16 a n d  'C-17 o r  
a  h y d r o x y l  g r o u p  a t  C-17 a n d  a  c a r b o n y l  g r o u p  a t  C - l 6 o r  a  
c a r b o n y l  g r o u p  a t  C - 1 7 -  More r e c e n t l y 5 J o n e s  a n d  H a h n e l  
( 1 2 4 )  a n d  K im ura  et_ a l .  ( 1 2 5 * 1 2 7 - 1 2 9 )  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  f o l l o w i n g  s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  m u s t  b e  p r e s e n t  i n  a  
m o l e c u l e  f o r  i t  t o  u n d e r g o  a  p o s i t i v e  K o b e r  r e a c t i o n :  t h e
b a s i c  s t e r o i d  s t r u c t u r e  m u s t  h a v e  a n  a r o m a t i c  A r i n g  o r  b e  
c a p a b l e  o f  b e i n g  . a r o m a t i z e d  u n d e r  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s ;  
e i t h e r  a  C=C b o n d  b e t w e e n  C-16 a n d  C-17 o r  a n  o x y g e n  f u n c - '  
t i o n  a t  .C-16 o r  C - 1 7 ;  a n  a n g u l a r  m e t h y l  g r o u p  a t  C -1 3 ;  
e i t h e | ?  a  h y d r o x y l ,  o r  m e th o x y  g r o u p  a t  C-2 a n d / o r  C-3 o r  
an  . .oxygen f u n c t i o n  on t h e  p o s i t i o n s  a d j a c e n t  t o  C-2 o r  'C-3 .
The i n i t i a l  r e a c t i o n  o c c u r r i n g  d u r i n g  t h e  K ober  r e a c t i o n  
i s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c a r b o c a t i o n .  ( 1 3 0 )  by  m eans  o f  p r o t o n -
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a t i o n  f o l l o w e d  by d e h y d r a t i o n .  B o s c o t t  ( 1 3 D  h a s  i n d i c a t e d  
t h a t  t h e  D r i n g  o x y g e n  f u n c t i o n  ( i / e . , on  (£-17^ a n d / o r ' C -16)  
p l a y s  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e  w a t e r  m o l ­
e c u l e .  S e v e r a l  a u t h o r s  ( 1 2 4 , 1 2 9 - 1 3 2 )  h a v e  s u g g e ' s t e d  t h a t  
m i g r a t i o n  o f  t h e  m e t h y l  g r o u p  f r o m  C-13 t o  C-17  o c c u r s  c o n ­
c o m i t a n t l y  w i t h  t h e  d e h y d r a t i o n  p r o c e s s , . /  T h i s  m e t h y l  t r a n s ­
f e r  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  h y d r i d e  s h i f t  r e s u l t s  i n  t h e  t r a n s ­
f o r m a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  m a j o r  ch ro m o g e n  i n t o  th e .
f i n a l  c h ro m o g e n  ( c )> t h e  m ore  s t a b l e  c a t i o n .
b i o
J o n e s  a n d  H a h n e l  ( 1 2 4 )  h a v e  p r o p o s e d  tw o  a l t e r n a t e
C-1’
r e a c t i o n  schemes,  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  ch rom ogen
(X ^g^)  (Scheme 5 ) ,  i n  w h i c h  a  c a r b o n i u m  i o n  i s  f o r m e d
by m eans  o f  e i t h e r  d e h y d r a t i o n  o f  t h e  o x y g e n  f u n c t i o n  o f  t h e
D r i n g ,  f o l l o w e d  b'y p r o t o n a t i o n  o f  t h e  r e s u l t i n g  d o u b l e  bond  
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M i g r a t i o n  o f  t h e  m e t h y l  g r o u p  u l t i m a t e l y  l e a d s  t o  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  c a r b o n i u m  I o n ,  w h i c h  i s  s t a b i l i z e d  t h r o u g h  
t h e . d e l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  r e s u l t i n g  p o s i t i v e  c h a r g e  o v e r  t h e  
a d j a c e n t  t e r t i a r y  c a r b o n  a to m s  -
More r e c e n t l y  M i u r a  a n d  K i m u r a . ( 1 3 3 )  p r o p o s e d  a n  o v e r ­
f a l l  r e a c t i o n  schem e (Scheme 6) f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e
f i n a l  K o b e r  e s t r o g e n  c h ro m o g e n  (A.. ' )•  ‘
0-0
SCHEME 6
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The i n i t i a l  r e a c t i o n ^ )  c o n s i s t s  o f  t h e  r e m o v a l  o f  a  h y d r o x y l  
g r o u p  a t  C-17 f o l l o w e d  'by t h e  s h i f t  o f  t h e  C- 1 3  m e t h y l  g r o u p  
t o  C-17 t o  f o r m  a  c a r b o c a t i o n  ( I )  b e l i e v e d  t o  b e  t h e  *372  
c h r o m o g e n .  By m eans  o f  a  n um ber  o f  h y d r i d e  s h i f t s  ( 1 2 9 , 1 3 3 )  
t h i s  s p e c i e s  i s  c o n v e r t e d  i n t o  a  secc?hd c a r b o c a t i o n  ( I I )  o r  
t h e  c h r o m o g e n  a n d  s u b s e q u e n t l y  t h e  f i n a l  K o b e r  ch ro m o g e n
U 5 1 5 ) ( I I I ) .
The p r i m a r y  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  was  t o  d e v e l o p  a  
m e th o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  u r i n a r y  e s t r i o l  e m p l o y i n g  .an
V - *
t
e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  s t e p  a n d  an  o p t i m i z e d  K o b e r  r e a c t i o n .
I t  was d e s i r e d  t h a t  t h e  m e th o d  s e l e c t e d  f o r  u s e  w o u ld  a l l o w  
t h e  w i t h i n - l a b o r a t o r y  p r e p a r a t i o n  o f  a l l  t h e  r e a c t i o n  ' 
r e a g e n t s  a n d  h y d r o l y z i n g  m e d i a  w i t h  a  minimum o f . e f f o r t .
• Such  a n  a p p r o a c h  w o u ld  r e d u c e  n o t  o n l y  t h e  c o s t  p e r  t e s t  ' 
w i t h ' r e s p e c t  t o  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d ' s  c o m m e r c i a l ,  ' " c o u n t e r p a r t , 
b u t  a l s o  t h e  i n - l a b o r a t o r y  c o n t r o l  o f  r e a g e n t  q u a l i t y  
. • w o u ld  b e  f a c i l i t a t e d .  The f i n a l  s t a g e  o f  t h i s  s t u d y  was 
t o  p e r f o r m  a  c o m p a r i s o n  s t u d y  b e t w e e n  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d ­
o l o g y  a n d  a n  a c i d  h y d r o l y s i s  I n  w h i c h  t h e  c l i n i c a l  a s  w e l l  
a s  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d a t a  w e r e  e x a m i n e d .
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CHAPTER I I  
EXPERIMENTAL
A. A p p a r a t u s  a n d  R e a g e n t s
V i s i b l e  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a  Beckman Model 35
UV/VIS s c a n n i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
% s t r i o l - 3 B —D - g l u c u r o n i d e ,  s o d iu m  s a l t ,  e s t r i o l - l 6a -
B - D - g l u c u r o n i d e ;  s o d i u m  s a l t ,  e s ' t r i o l - l 6a - 8- D - g l u c u r o n i d e
g l u c u r o n o h y d r o l a s e  (EC 3 . 2 . 1 . 3 1 ,  B - g l u c u r o n i d a s e ) , Type  V-A,
b a c t e r i a l  p o w d e r  f r o m  E.~ c o l l , a n d  Typ&-'K-2, c r u d e  s o l u t i o n  -from
« «  '*’ '*■ ** +> *
H e l i x  p o m a t i a , w e r e  p u r c h a s e d '  f r o m  S i g m a ‘r£iie mi c a l  
Company,  S t .  L o u i s ,  Mo 6 3 1 7 8 .  A F i s h m a n  u n i t  was u s e d  a s  
d e f i n e d  by t h e  s u p p l i e r .  '
E s t r i o l  ( e s t r a  - 1 , 3 , 5  (1 0 )  t r i e n e - 3 ,  1 6 a ,  1 7 8 - t r i - o l )  
was p u r c h a s e d  f r o m  B r i t i s h  Drug H o u se s  L t d . ,  B .D .H .  L a b o r a ­
t o r y  C h e m i c a l s  D i v i s i o n ,  T o r o n t o ,  O n t a r i o ,  M8 Z 1K5-
A l l  r e m a i n i n g  - o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  r e a g e n t s  w e r e  .o f  
a n a l y t i c a l  g r a d e  a n d  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  F i s h e r  L a b o r a t o r y  
C h e m i c a l s ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c  - Company, O r a n g e b u r g ,  N . Y . , 1 0 9 6 2 .
B . 1 M e th o d s  '
1 .  L i n e a r i t y  o f  t h e  K o b e r  R e a c t i o n  
The l i n e a r i t y  o f  t h e  K ober  r e a c t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  
e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  was s t u d i e d .  The K ober  r e a c t i o n  was 
p e r f o r m e d  on e t h a n o l i c  e s t r i o l  s t a n d a r d s  a s  f o l l o w s :  t o
1 . 0  mL o f  t h e  a p p r o p r i a t e -  e s t r i o l  s t a n d a r d  ( _ i . e . , 0 p g /m L ,
3 . 0  pg /m L ,  5 . 0  pg /m L ,  6 . 0  pg /m L ,  8 . 0  pg /m L ,  10 pg/mL a n d
2 0 . 0  pg/mL) 4 . 0  mL o f  d i c h l o r o m e t h a n e  a n d  90 mg h y d r o q u l n o n e
31
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w e r e  a d d e d  by  m eans  o f  a . p r e c a l i b r a t e d  s c o o p .  The 
s o l v e n t  was t h e n  g e n t l y  r e m o v e d .  To t h e  r e s u l t i n g  r e s i d u e >
2.Q mL o f  7 0 * ( v / v )  s u l f u r i c  a c i d  w e re  a d d e d .  The s a m p l e s  
u n d e r  t e s t  w e r e  t h e n  p l a c e d  V t t o  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  (98±2°C )  
f o r  e x a c t l y  25 m i n .  The r e s p e c t i v e  s a m p l e s  w e r e  m i x e d  
t w i c e  d u r i n g  t h e  f i r s t  5. m in  o f  t h i s  h e a t i n g  p e r i o d .  Upon 
c o m p l e t i o n  o f  t h i s  f i r s t  h e a t i n g  p e r i o d  t h e  t e s t  s a m p l e s  
w e r e  c o o l e d  t o  room t e m p e r a t u r e  a n d  1 . 0  mL o f  d i s t i l l e d  
w a t e r  was a d d e d  t o  e a c h  t e s t .  The t e s t s  w e r e  t h e n  m ix e d  
1 by  i n v e r s i o n  a n d  ' r e t u r n e d  t o  t h e  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  an  
a d d i t i o n a l  15 m i n ,  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  c o o l e d  t o  room 
t e m p e r a t u r e  ( 2 0 - 2 5 ° C )  by means  o f  a  c o l d  w a t e r  b a t h .  The- 
r e s u l t i n g  c o l o r  was m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t i c a l l y  by  s c a n ­
n i n g  t h e  r e s p e c t i v e  s a m p l e s  f r o m  575 pm t o  470 nm. The 
a b s o r b a n c e  a t  514 nm was c o r r e c t e d  f o r  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  
n o n - e s t r o g e n i c  c h r o m o g e n s  by means  o f  t h e  f a l l o w i n g  A l l e n  
c o r r e c t i o n :
^  ■ Ac o r r  = A5 1 4 . “ (A472 * A5 5 6 ^
2
2 .  The S e n s i t i v i t y  o f  t h e  Fi%s-t. H e a t i n g  S t a g e  o f  t h e  
K o b e r  R e a c t i o n  t o  Time a n ^ ^ e m p e r a t u r e
The s e n s i t i v i t y  o f  t h e  K ober  r e a c t i o n  t o  v a r i a t i o n s  i n  
t h e  h e a t i n g  t i m e  a s  w e l l  a s  t e m p e r a t u r e  was  e x a m i n e d .  The 
^ f o l l o w i n g  e t h a n o l i c  e s t r i o l  s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d  u s i n g  t h e  
K o b e r  r e a c t i o n  ( R e f e r  t o  B . l . )  w i t h  an  i n i t i a l  h e a t i n g  
t e m p e r a t u r e  o f  93±3°C o r  9 8 ± 2 ° c  f o r  a  p e r i o d  o f  25 m in :
3 . 0  yg /m L;  5 - 0  yg /m L;  6 . 0  yg /m L;  8 . 0  yg /m L;  10 yg /m L ;  an d
A
20 yg/mL, r e s p e c t i v e l y . The a s s a y  was  r e p e a t e d  u s i n g  a
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
■ . f . -  •-
' 33
10 pg/mL s t a n d a r d  w i t h  a  h e a t i n g - t e m p e r a t u r e  o f  98±2°C f o r<*■
v a r i o u s  l e n g t h s  o.f t i m e  ( i . e . ,  18^ 25  m i n u t e s ' i n  1 - m i n u t e  
i n c r e m e n t s ) .
3 -  The  E f f i c i e n c y  of- t h e  S o l v e n t  E x t r a c t i o n  S t e p
To e v a l u a t e  t h e  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y  o f  f r e e  e s t r i o l
 ̂ 65
f r o m  u r i n e ,  e s t r i o l  ( e t h a n o l i c )  was  a d d e d  t o  u r i n e  ( u r i n e  
b l a n k  c o n s i s t i n g  o f  m a le  u r i n e )  t o  o b t a i n  a  f i n a l "  c o n c e n ­
t r a t i o n - o f  5 yg /m L ,  10 yg/mL a n d  20 p g / r a L ^ r ^ s p e c t i v e l y .
To f a c i l i t a t e  t h e  e x t r a c t i o n ,  a p p r o x i m a t e l y  1 .0 .  g  o f  s o d iu m  
c h l o r i d e  was added ,  by  m eans  o f  a ' p r e c d l i b r a t e d  s c o o p .  
F o l l o w i n g  t h e  d i s s o l u t i o n  o f  t h e  s o d i u m  c h l o r i d e ,  ,10 .mL o f  
d i c h l o r o m e t h a n e  w e re  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  m ix e d  by 
g e n t l e  i n v e r s i o n  f o r  1 m in -  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  .a  
5 .0 -m L  a l i q u o t . o f  t h e  s u p e r n a t e  was t r a n s f e r r e d  t o  a  g l a s s  
s t o p p e r e d  t e s t - t u b e . .  To t h i s ,  90 mg o f  h y d r o q u i n o n e  w e r e  
a d d e d  a n d  t h e  s o l v e n t  w a s . g e n t l y  r e m o v e d .  The K o b e r  
r e a c t i o n  was p e r f o r m e d  on t h e  r e s i d u e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  
( B . l . )  a n d  t h e  r e s u l t i n g  c o l o r  was  c o m p ar ed  " t  o, t h a t  o b t a i n e d  
f r o m  5 . 0  yg/mL a n d  10 yg/mL e s t r i o l  s t a n d a r d s .
4 .  E n z y m a t i c  H y d r o l y s i s  S t u d i e s -
H e l l x  p o m a t i a  S - g l u c u r o n i d a s e  was p r e p a r e d  by q u a n t i ­
t a t i v e l y  t r a n s f e r r i n g  t h e  c o n t e n t s  o f  th e -  1 .0 - m L  v i a l  
s u p p l i e d  by  t h e  m a n u f a c t u r e r ,  t o  a  5-0-mL v o l u m e t r i c  f l a s k ,  
b r o u g h t  t o  v o lu m e  w i t h  0 . 2 . M  a c e t a t e  b u f f e r  (pH 4 . 5 - ^ . 6 ) .
The E^. c o l i  $ - g i u c u r o n i d a s ; e  was p r e p a r e d  by  d i s s o l v i n g  
a  s u f f i c i e n t  am oun t  o f  t h e  d r y - p o w d e r  i n  0 . 0 7 5  M p h o s p h a t e
iv,'t
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b u f f e r  (pH . 6 * 8 - 6 . 9 )  t o  g i v e  t h e  r e q u i r e d  l e v e l  o f  e n z y m a t i c - 
a c t i v i t y .
The e n z y m a t i c  i n c u b a t i o n  was c a r r i e d  o u t  u n d e r  t h e  
f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s :  ' E . . c o l i  B - g l u c u r o ' n i d a s e ,  pH 6 . 8 7  
' ( 0 . 0 7 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r )  a t  37°C f o r  35 m in ;  H e l i x
’ p o m a t i a  .6- g l u c u r o n i d a s e , pH 4 . 5 5  ( 0 . 2  M a c e t a t e  b u f f e r )  a t  
6 0 - 6 2 ° C  f o r  45 m i n .  A c o n t r o l  u r i n e  h a v i n g  a  mean t o t a l  
e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 4 . 0  yg/mL was s u b j e c t e d  t o  an  
e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  u s i n g  v a r i o u s  a c t i v i t y  l e v e l s  o f  e a c h  
o f  t h e  d e s c r i b e d  enzyme p r e p a r a t i o n s .  The r e s p e c t i v e  
a c t i v i t y  l e v e l s  u s e d  w e r e :  E.  c o l i , 500 ,11)00 5 2 0 0 0 ,2 5 0 0 3 5 0 0 0  
F i s h m a n  u n i t s  p e r  t e s t ,  r e s p e c t i v e l y ;  a n d  T o r  t h e  H e l i x  ' 
p o m a t i a , 1 0 0 0 , - 2 0 0 0 , 4 0 0 0 , 8 0 0 0  a n d  1 0 , 0 0 0  F i s h m a n  u n i t s  p e r  
- t e s t ,  r e s p e c t i v e l y . F o l l o w i n g  t h e  h y d r o l y s i s  s t e p  t h e  f r e e ;
e s t r i o l  was  e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  w i t h  10 mL 
o f  d i c h l o r o m e t h a n e .  A 5 .0 -m L  a l i q u o t  o f  t h e  s o l v e n t  p h a s e  
was t h e n  a s s a y e d  u s i n g  t h e  K o b e r  r e a c t i o n  and  t h e  r e s u l t i n g  
c o l o r  i n t e n s i t y  was m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y .
i .  O p t i m i z a t i o n  o f  I n c u b a t i o n  Time f o r  E .  c o l i  
a n d  H e l i x  p o m a t i a  8 - G l u c u r o n i d a s e
U s i n g  a n  a c t i v i t y  l e v e l  o f  2 , 5 0 0  F i s h m a n  u n i t s  p e r  t e s t  
o f  t h e  E .  c o l i  enzym e p r e p a r a t i o n  a n d  1 0 , 0 0 0  F i s h m a n  u n i t s  
p e r  t e s t  o f  t h e  H e l i x  p o m a t i a  enzyme p r e p a r a t i o n ,  - the  t i m e
i
/
o f  i n c u b a t i o n  was v a r i e d  f r o m  -5 t o  35 m i n .  A u r i n e  c o n t r o l  
c o n t a i n i n g  a  mean t o t a l  e s t r i o l  o f  1 4 . 0  yg/mL was u s e d  
a s  a  t e s t . s a m p l e .  The f r e e  e s t r i o l .  was e x t r a c t e d  im m ed i ­
a t e l y  a f t e r  c o m p l e t i o n  o f  th e . ,  i n c u b a t i o n  p e r i o d  a n d
tV"*
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t h e  t o t a l  e s - t r i o l ,  c p n t e n t  was  q u a n t i f i e d  by  means,  o f  t h e  
K o b e r ' r e a c t i o n .  _■*" - -
i i .  C o m p a r a t i v e  S t u d y  o f  t h e  H y d r o l y t i c  E f f i c i e n c y  
o f  A c i d ,  H e l i x  p o m a t i a  a n d  E .  c o l i  B - G l u c u r o n -  
ida-se  _ *
The h y ' d r o l y s e s  w e r e "  c a r r i e d  o d t  u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  
c o n d i t i o n s :  ( a )  a c i d  h y d r o l y s i s ,  1 . 0  g . o f  o x a l i c  a c i d
was a d d e d  t o  1 . 0  mL o f ' u r i n e _  a n d  p l a c e d  i n  a b o i l i n g  w a t e r  
b a t h ,  f o r  1 h ;  ( b 1) E. c o l i  S - g l u c u r o n i d a s e , 1 . 0  mL o f  u r i n e  
was a d d e d  t o  5 . 0  mL o f  a n  enzyme s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  2 , 5 0 0  , 
F i s h m a n  u n i t s  o f  E .  c b l l  B - g l u c u r o n i d a s e ;  ( c )  H e l i x  p o m a t i a ,
1 . 0  mL o f  u r i n e  was a d d e d  t o  5 - 0  mL o f  a n  enzyme s o l u t i o n  c o n ­
t a i n i n g  1 0 , 0  00 F i s h m a n  u n i t s  o f  H e l i x  p o m a t i a  8 - g l u c u r o n i d a s e
' * 
a c t i v i t y  a n d  was i n c u b a t e d  f o r  35 min  a t  6 0 - 6 2 ° C .  The .
h y d r o l y z e d  u r i n e  s a m p l e s  w e re  e x t r a c t e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  
c o m p l e t i o n  o f  t h e , i n c u b a t i o n  p e r i o d  a n o N th e  f r e e  e s t r i o l  c o n ­
c e n t r a t i o n  was d e t e r m i n e d  by  m eans  o f / t h e  K o b e r  r e a c t i o n .
5- O v e r a l l  _ E f f i c i e n c y  o f  t h e  E n z y m a t i c  H y d r o l y s i s  a n d  
S o l v e n t  E x t r a c t i o n  S t e p s -
To s t u d y  t h e  c o m b in e d  e f f i c i e n c y  o f  b o t h  t h e  e n z y m a t i c .
h y d r o l y s i s  a n d  s o l v e n t  e x t r a c t i o n  s t e p s ,  . e - s t r i o l - 3 - g l u c u r o n i d e
- CE-3-G) ' an d  e s t r i o l - 1 6 - g l u c u r o n i d e  ( E - 1 6 - G )  w e r e  a d d e d  t o  a
u r i n e  b l a n k  s a m p l e  ( i . - e . , a  m a l e  u r i n e  q u a l i t y  c o n t r o l
c o n t a i n i n g  e s t r i o l  a t '  l e v e l s  b e l o w  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  o f
t h e  K o b e r  r e a c t i o n  Ce.g_., 2 0 - 2 5  n g / m L ) ) s u c h  t h a t  t h e .  f o l l o w -  •
i n g  t o t a l  f r e e  e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e ^ - e h t a i n e a :  7 . 2  yg/mL 
<1- __ , ' r •»
a n d  1 7 . 4  yg /m L ,  r e s p e c t i v e l y . '  The E - 3 - G  a n d  E—16-G w e r e
A
a d d e d  i n  s u c h  a  m a n n e r  t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e
*  -
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s a m p l e  a p p r o x i m a t e d  t h a t  o f  a n  a c t u a l  u r i n e  t e s t  ( i . e . , 70% 
E -1 6 -G  a n d  30% E - 3 - G ) . _  T h e s e  s p i k e d  u r i n e  b l a n k s  w e r e  t h e p  
h y d r o l y z e d  u s i n g  t h e  a b o v e  HllLix p o m a t i a . 6 - g l u c u r o n i d a s e ^  '
%
' i n c u b a t i o n  p a r a m e t e r s .  The r e s u l t i n g  f r e e  e s t r i p l  was- t h e n
%
e x t r a c t e d  a n d  a s s a y e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
6 .  E v a l u a t i o n  o f  t h e  P r o p o s e d  M ethod
On t h e  b a s i s  o f  t h e  s t u d i e s  d e s c r i b e d  a b o v e , ,  t h e ,  f o l l o w ­
i n g  m e th o d  o f  a n a l y s i s  was  p r o p o s e d :
A u r i n e  b l a n k  c o n s i s t i n g  o f  a  q u a l i t y  c o n t r o l  u r i n e ,  
h a v i n g  a  v e r y  low  t o t a l  - e s t r i o l -  c o n c e n t r a t i o n  ( £ . £ . ,  2 0 - 2 5  
ng /m L )  was r u n  w i t h  "each s e t  o f  s a m p l e s  ( ! • § . . ,  s a m p l e  b l a n k ) .
To 5 - 0  mL o f  t h e  H e l i x  p o m a t i a  e n z j m e  s o l u t i o n ,  ' 1 . 0  mL o f  
t h e  r e s p e c t i v e  u r i n e  s a m p l e  w a s . a d d e d  a n d  m i x e d  S e v e r a l  
t i m e s  by  g e n t l e  i n v e r s i o n .  The s t o p p e r e d  t u b e s  w e r e  p l a c e d  
i n  ' a \ 6 0 - 6 2 ^ 3C w a t e r  b a t h  a n d  i n c u b a t e d  f o r - e x a c t l y  35 m in .  
f r o m  t h e  t im e '  o f  a d d i t i o n  o f  t h e  u r i n e  s a m p l e .  . At t h e  e n d  
o f  the -  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  t h e  t e s t - t u b e s  w e r e  r e m o v e d  a n d  
p l a c e d  i n  a  c o l d  w a t e r  b a t h  ( 2 0 - 2 2 ° C )  f o r  s e v e r a l  m i n .  To 
e a c h  . t e s t  a p p r o x i m a t e l y  1 . 0  g  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  was a d d e d  
" u s i n g  a  p r e c a l i b r a t e d  s c o o p .  E a c h  t e s t  was t h e n  g e n t l y  
m ix e d  u n t i l  t h e  s o d i u m  c h l o r i d e  h a d  d i s s o l v e d  a t  w h i c h  t i m e
1 0 . 0  mL o f  d i c h l o r o m e t h a n e  w e r e  a d d e d .  The t e s t - t u b e s  w e r e  
t h e n  c e n t r i f u g e d  t o  f a c i l i t a t e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  tw o p h a s e s  and  
• t h e  a q u e o u s  l a y e r  was  t h e n  r e m o v e d  b y  a s p i r a t i o n  a n d . d i s ­
c a r d e d .
The r e a g e n t  b l a n k  was  p r e p a r e d  by  a d d i n g  1 . 0  mL o f  e t h a n o l




t o  4 . 0  mL o f  d i c h l o r o m e t h a n e . S i m i l a r i l y ,  5 yg /mL a n d  
10 yg/mL s t a n d a r d s "  w e r e  p r e p a r e d .  To a  5 -0 - m L  a l i q u o t  o f  
t h e  s a m p l e  e x t r a c t ,  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d  t h e  e s t r i o l  ' . 
s t a n d a r d s , 90 mg o f  h y d r o q u l n o n e  w e r e  a d d e d  u s i n g  a  p r e c a l i ­
b r a t e d  s c o o p .  S e v e r a l  s m a l l  g l a s s  c h i p s ^ w e r e  a d d e d  a f t e r ,  
w h i c h  t h e  s o l v e n t  was  . c a r e f u l l y  t a k e n  t o  d r y n e s s .  To t h e  
d r i e d  r e s i d u e  2 . 0  mL o f  7 0 ? ( v / v )  s u l f u r i c  a c i d  w e r e  a d d e d .
The t i g h t l y  s t o p p e r e d  t e s t - t u b e s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  a  
v i g o r o u s l y  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  (9 8 ± 2 °C )  f o r  25 m i n .  Each
t
t u b e  was m i x e d  t w i c e  d u r i n g  t h e  f i r s t  5 niin o f  h e a t i n g  . 
t o  e n s u r e  d i s s o l u t i o n  o f  t h e  t e s t  r e s i d u e  a n d  t h e  h y d r o q u i n -  
o n e . .  Upon c o m p l e t i o n . o f  t h e  h e a t i n g  p e r i o d ,  t h e  t u b e s  w e re  
a l l o w e d '  t o  c o o l  t o  room t e m p e r a t u r e  a n d  t o  e a c h  1 . 0  mL o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  was  a d d e d .  The,  s t o p p e r e d  t u b e s  w e r e  t h e n  
r e t u r n e d  t o  t h e '  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  15  m i n ,  t h e n  
c o o l e d  t o  room  t e m p e r a t u r e .  The c o l o r  d e v e l o p e d  was m e a s u r e d  
by  s p e c t r o p h e t o n i e t r i c a l l y  s c a n n i n g  t h e '  r e s p e c t i v e  s a m p l e  f r o m  
575 nm -  450 nm. The u r i n e  s a m p l e s  w e r e  r e a d  a g a i n s t  t h e  
u r i n e  b l a n k  w h i l e  t h e  e s t r i o l  s t a n d a r d s  w e r e  r e a d  a g a i n s t  . 
t h e '  r e a g e n t  b l a n k .
The a b s o r b a n c e  a t  514 nm was c o r r e c t e d  f o r  t h e  c o n t r i b u ­
t i o n  o f  n o n - e s t r o g e n  c h ro m o g e n s  by  m eans  o f  t h e  f o l l o w i n g  
A l l e n  c o r r e c t i o n :
A  — A .  r . . — ( A i .  r j «  "F A c . r  jc o r r  514 472 556
w h e r e
• A = A b s o r b a n c e  o f  t h € i ( / t e a t  a t  t h e  s u b s c r i p t e d  
w a v e l e n g t h . ;
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
_ 38
1
The c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r i o l  p e r  24 h  u r i n e  was c a l c u l a t e d  
a s  f o l l o w s :
mg e s t r i o l  = A ' s a m p l e
?-orr-— — -— -  x  C x  U x 2 s t a n d a r d  .c o r r
w h e r e :
. C = ' C o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  s t a n d a r d  
U = U r i n e  v o lu m e  i n  mL • .
To e v a l u a t e  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d s ,  two 
f r o z e n  u r i n e ' s a m p l e s  ( - 4 0 ° C )  h a v i n g  mean t o t a l  e s t r i o l ' c o n -  • 
- c e n t r a t i o n s  o f  1 8 . 7  mg a n d  2 9 - 6  mg/24 h u r i n e ,  r e s p e c t i v e l y  
w e r e  a s s a y e d  tw o t o  t h r e e  t i m e s  d a i l y ' f o r  s i x  c o n s e c u t i v e  
weeks ' .  The l i n e a r i t y  o f  the" m e th o d  was d e t e r m i n e d  by  r u n ­
n i n g  t h e - f o l l o w i n g  s e r i e s  o f  s t a n d a r d s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
t h e  a b o v e  r e p r o d u c i b i l i t y  s t u d y :  4 . 0 ;  6 . 0 ;  ' 8 . 0 ;  1 0 . 0 ;  1 2 . 0 ;
1 6 . 0  a n d  2 0 . 0  yg /m L ,  r e s p e c t i v e l y .
7 .  C o m p a r a t i v e  S t u d y  B e t w e e n  A c id  H y d r o l y s i s  a n d  t h e  
P r o p o s e d  E n z y m a t i c  M eth o d
A c o m p a r a t i v e  s t u d y  was p e r f o r m e d  b e t w e e n  t h e  p r o p o s e d  
e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  m e t h o d ' a n d  a  m e th o d  b a s e d  on  t h e  S e a r l e  
D i a g n o t i c s  T e k i t . ( 1 3 4 /  w h i c h  e m p lo y s  an a c i d  h y d r o l y s i s  s t e p ,  
A l l  u r i n e  s a m p l e s  a s s a y e d  w e r e  f r o m  c a s e s  i n  w h i c h  t h e  
a t t e n d i n g  p h y s i c i a n  c o n s i d e r e d  f e t a l  v i a b i l i t y  t o  b e  i n  
j e o p a r d y .  A t o t a l  c r e a t i n i n e  was p e r f o r m e d  on  e a c h  u r i n e  
s a m p l e  u s i n g  an  a u t o m a t e d  J a f f £  r e a c t i o n  ( 1 3 5 ) -  The accum­
u l a t e d  d a t a  w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  c o m p a r a t i v e  t e s t i n g  
p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  by B a r n e t t  a n d  Youden ( 1 3 6 ) .  The d a t a  
o b t a i n e d  f r o m  u r i n e  s a m p l e s  h a v i n g  t o t a l  c r e a t i n i n e  v a l u e s  ■ 
w h i c h  t e n d e d  t o ' i n d i c a t e  i n c o m p l e t e  s a m p l i n g  ( i . e . ,  l e s s
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t h a n " 0 - 9  g / 2 4 h )  w e r e  n o t  I n c l u d e d  ±ri t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y .
As a  t e s t  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d s  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e ,
( i . e . , a s  a  v a l i d  m e th o d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  a n d  m o n i t o r i n g  o f
i 4
f e t a l ,  j e o p a r d y  d u r i n g ' p r e g n a n c y ) a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  a n a l y t i c a l  
f i n d i n g s  a n d  t h e  p h y s i c i a n ' s  c l i n i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  f e t u s  
b o t h  d u r i n g  t^ne r e s p e c t i v e  p r e g n a n c y  a n d  a t  b i r t h ,  was p e r ­
f o r m e d .  X  '
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CHAPTER I I I  
RESULTS AND DISCUSSION
The K o b e r  r e a c t i o n  e x h i b i t e d  a  l i n e a r  s p e c t r o p h o t o r a e t r i c  
r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r i o l  t o  a t  
l e a s t  20 ug /m L ,  w h i c h  e n c o m p a s s e s  t h e  a r e a ,  o f  c l i n i c a l  I n t e r ­
e s t  ( F i g u r e  3 ) -  The K ober  ch ro m o g e n  was  f o u n d  t o  b e  s t a b l e  
and 'v fo rm ed  o n l y  d u r i n g  t h e  s e c o n d  s t a g e  o f  h e a t i n g .  T h i s  i s  
i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  G r a n n i s  a n d  D ic k e y  ( 8 5 ) ,  • 
Oakey et_ a l .  ( 1 1 7 )  a n d  C ro w ley  et_ a l . ( 1 3 7 ) .  The r e a c t i o n  
. r e s p o n s e  a l s o  p o s s e s s e d  s u f f i c i e n t  s e n s i t i v i t y  t o  d i s t i n g u i s h  
t h e  n o r m a l  r e g i o n  f r o m  t h e  a r e a ;  o f  c o n c e r n  a s  w e l l  a s  t h e  
l a t t e r  f r o m  t h e  a r e a  o f  i m p e n d i n g  f e t a l  d i s t r e s s  ( i , . £ . , 10 . 
p e r c e n t i l e  b o u n d a r y  f r o m  t h e  5 p e r c e n t i l e  b o u n d a r y ) .
The e f f e c t  o f  s m a l l  v a r i a t i o n s  I n  t h e  t i m i n g  o f  t h e  
^  • I n i t i a l  h e a t i n g  p e r i o d  (1 00°C )  o f  ' t h e  K o b e r  r e a c t i o n  u p o n
t h e  f i n a l  d e g r e e  o f  " c o l o r  d e v e l o p e d  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  A. 
The c o l o r  was  f o u n d  t o  h a v e  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  w i t h  
r e s p e c t  t o  t h e  t i m e  o f  h e a t i n g  a t  t i m e s  o f  20 min  or- m o r e ,  
w h i c h  was i n  a g r e e m e n t  wi«thk t h e  f i n d i n g s  o f  G r a n n i s  a n d  
D ic k e y  ( 8 5 ) .  The e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  I n d i c a t e d  t h a t  when 
h e a t i n g  p e r i o d s  o f  g r e a t e r  t h a n  2-0 m in  w e r e  u s e d ,  s m a l l  
v a r i a t i o n s  (±30 s e c )  i n  -the t i m i n g  o f  t h e s e  p e r i o d s  d i d  
n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  f i n a l  d e g r e e  o f  c o l o r  d e v e l o p e d ,  
w h e r e a s , -  a t  h e a t i n g  p e r i o d s  o f  l e s s  t h a n  20 m in  t h e  e f f e c t  
o f  a  s m a l l  e r r o r  i n  t h e  t i m i n g  .was much m ore  p r o n o u n c e d .  
T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t h a t  an  a c c e p t a b l e  l e v e l  o f  p r e c i s i o n  
a n d  a c c u r a c y  f o r  t h e  a s s a y  b e  m a i n t a i n e d ,  r e l a t i v e l y  a c c u r a t e
*o
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. FIGURE 3
THE LINEARITY OF■THE KOBER REACTION W! RESPECT TO ESTRIOL.
CONCENTRATION
*
• L e g e n d
The c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  o f  t h e  K o b e r  c h ro m o g e n  a t  51^ 
nm' was d e t e r m i n e d  b y  - a s s a y i n g  e t h a n o l i c  e s t r i o l  s t a n d a r d s  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  a' h y d r o l y s i s  s t e p .
/








Slope = 0.0313 
In tercep t=-0.0078
0.100.
ESTRIOL (ug /m L )
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■ FIGURE 1|
THE EFFECT OF SMALL VARIATIONS IN THE TIMING OF THE INITIAL 
' HEATING PERIOD"UPON THE FINAL DEGREE OF COLOR DEVELOPED
L e g e n d
The  l e n g t h  o f  t h e  i n i t i a l  h e a t i n g  p e r i o d  o f  t h e  K o b e r  
r e a c t i o n  ( 9 8 Q±2°C) was  v a r i e d  f r o m  l 8 ^ t o  25 m i n .  The i n t e n s i t y  
o f  t h e  c o l o r e d  p r o d u c t  o b t a i n e d  f r o m  a  10 ug/mL e s t r i o l  
s t a n d a r d  was m e a s u r e d  a t  5 1 ^ nm.





















HEATING TIME (m in )
T
23 24 25
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a n d  c o n s i s t e n t  c o n t r o l  o f  t h e  i n i t i a l  h e a t i n g  p e r i o d  i s  
n e c e s s a r y .  An i n i t i a l  h e a t i n g  t i m e  of* 25 m in  was u l t i m a t e l y  
c h o s e n ,  a s  i t  e n s u r e d  c o m p l e t e  c o l o r  d e v e l o p m e n t ,  a n d  s m a l l  
- e r r o r s  i n  t h e  t i m i n g  o f  t h i s  h e a t i n g  p e r i o d  h a d  v i r t u a l l y  no 
e f f e c t  upo n  t h e  f i n a l  r e s u l t .  The. d u r a t i o n  o f  t h e  h e a t i n g  
p e r i o d  was s i m i l a r  t o  t h a t  p r o p o s e d  by  b o t h  Oakey et_ a l .  ( 1 1 7 )  
. a n d  C ro w ley  et_ a l .  ( 1 3 7 ) .  ■ '
S m a l l  f l u c t u a t i o n s  i n  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  h e a t i n g  
b a t h  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  a ' g r e a t e r  e f f e c t  on  t h e  f i n a l  d e g r e e  
o f  c o l o r  d e v e l o p e d  by  t h e  K ober  r e a c t i o n  t h a n  s i m i l a r  f l u c ­
t u a t i o n s  i n  t h e  t i m i n g  o f  t h e  p e r i o d  o f  h e a t i n g  ( T a b l e  I I ) .  
T h i s  c o m p a r a t i v e  s t u d y  show ed  t h a t  a  h e a t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  
93±3°C p r o d u c e d  on t h e  a v e r a g e  o n l y  84* o f  t h e  c o l o r  d e v e l ­
o p e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  98±2°C.  To o b t a i n  maximum c o l o r  
d e v e l o p m e n t  a s  w e l l  a s  t e s t  p r e c i s i o n , '  v e r y  s t r i n g e n t  c o n ­
t r o l  o f  t h e  h e a t i n g  t e m p e r a t u r e  was r e q u i r e d .
A u r i n e  q u a l i t y  c o n t r o l  ( S e a r l e  D i a g n o s t i c s  B r o a d  
S p e c t r u m  U r i n e  Q . C . )  h a v i n g  a n  e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  w e l l  
b e y o n d  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  t h e  p r o p o s e d  m e th o d  was u s e d  
*. a s  t h e  t e s t  b l a n k  (i_ .e_ . , i n  t h e  r e g i o n  o f  25 n g / m L ) , r a t h e r  
t h a n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a s  g e n e r a l l y  u s e d  i n  c l i n i c a l  m e t h o d ­
o l o g i e s .  'T h is  s e l e c t i o n  was.  b a s e d  on t h e  f i n d i n g  t h a t  
• t h e  d e g r e e  o f  c o l o r  i n  t h e  4 5 0 -5 7 5  nm r e g i o n  due  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  n o n - e s t r o g e n  s p e c i e s  i n  t h e  u r i n e  s a m p l e  (^.e_ .  > 
m a l e  u r i n e  s a m p l e )  was s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h a t  
o b t a i n e d  i n  t h e  r e a g e n t  b l a n k .  'When t h e  r e a g e n t  b l a n k ,  was 
u s e d  a s  the .  b l a n k  f o r  t h e - t e s t  s a m p l e s ,  a  s i t u a t i o n  o f  u n d e r -
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-■ TABLE I I  
COMPARATIVE STUDY ON THE. EFFECT OF BATH TEMPERATURE 
ON THE LEVEL OF COLOR PRODUCED BY THE KOBER REACTION 
. AT A HEATING TIME OF 25 MINUTES
E s t r i o l  (ug /m L)  Mean c o r r e c t e d  a b s o r b a n c e
B a t h  t e m p .  B a t h  temD. A/B x 100
■93±3°C 98±2°C
■ ' (A) (B)
3 . 0 0 . 0 7 6 0 . 0 8 8 8 6 . 4
5 - 0 0 . 1 2 7 0 . 1 4 5 8 7 -6
6 . 0 0 . 1 5 6 0 . 1 8 2 85 - 7
$ O
O o - 0 . 2 0 1 0 . 2 4 3  ' 8 2 . 7
1 0 . 0 0 . 2 4 7 0.  306 8 0 . 7
s
2 0 . 0 0 .5U8 0 . 6 2 2 81,-7
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' . . b l a n k i n g  o c c u r r e d - ( I . e . , o v e r e s t i f o a t i o n  o f  E s t r i o l  c o n c e n ­
t r a t i o n ) .  The l e v e l  o f  u n d e r b l a n k i n g ,  h o w e v e r , w a s  s i g n i f i ­
c a n t l y  d e c r e a s e d  when t h e ' s a m p l e  t e s t  s p e c i e s  w e r e  b l a n k e d  
a g a i n s t  t h e  d e s c r i b e d  u r i n e  b l a n k .  I d e a l l y  t h e  t e s t  s p e c i e s  
s h o u l d ,  b e  i t s  own b l a n k ,  h o w e v e r ,  t h e  a d d i t i o n a l  t i m e  a n d  
e f f o r t  n e c e s s a r y  t o  p e r f o r m  s u c h  a  t e s t  was  n o t  c o n s i d e r e d  
j u s t i f i e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e ' i m p r o v e m e n t , i f  a n y ,  i n  t h e  
c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d a t a .  - A l th o u g h  t h e  a d o p t e d  ■ 
m e th o d  o f  s a m p l e ' b l a n k i n g  d o e s  n o t  r e p r e s e n t  a  " t r u e  t e s t  
b l a n k "  b u t  r a t h e r  a  " c o m p r o m i s ^ ^ b - l a n k , " t h e  l a t t e r  i s  
c l o s e r  t o  a . t r u e  b l a n k  t h a n  t h e  u s e  o f  t h e  r e a g e n t - b l a n k .
Dray'  £ t  a i .  ( 8 9 ) h a s  s u g g e s t e d  t h a t '  6 - g l u c u r o n i d a s e  
o f  E .  c o l i  o r i g i n  h a s  a  h i g h e r  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  t h a n  . - 
H e l i x  p o m a t i a  6 - g l u c u r o n i d a s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  h y d r o l y s i s  
o f  v r i n a r y  e s t r i o l '  g l u c u r o n i d e s . * H o w ev e r ,  .G r a e f  e t_ a l _ .  (9 0 )
$
E. c o l i  enzyme i n  . f a c t  d i d  .have a  h i g h e r  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  
■j£.v-per ’Fishman u n i t ’ t h a n  t h e  H e l i x  p o m a t i a  e n z y m e ,  a s  *
0
f  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  p l a t e a u  " i n  t h e  r e s p o n s e  c u r v e  shown *
y
v ~~J i n  F i g u r e  5- An a c t i v i t y  o f  2 , 5 0 0  F i s h m a n ' u n i t s  o f  E.  c o l i
6 - g l u c u r o n i d a s e  wasv  r e q u i r e d  f o r  t h e  c o m p l e t e  h y d r o l y s i s  o f  
a  1 4 . 0  pg/mL. s a m p l e  c o m p a r e d  t o  1 0 , 0 0 0  F i s h m a n  u n i t s  f o r  t h e  
. H e l i x  p o m a t i a  en zy m e .  B e c a u s e  o f  t h e  h i g h e r  h y d r o l y t i c  
a c t i v i t y  o f  t h e  f o r m e r ,  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  c o m p l e t e  
h y d r o l y s i s  "Of a  g i v e n  s a m p l e  ( 1 4 . 0  yg /m L e s t r i o l )  u s i n g " t h e
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
has_ s h o w m t h a t  t h e r e  i s  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n ' t h e i r  
a b i l i t y  t p  h y d r o l y s e  u r i n a r y  e s t r i o l  g l u c u r o n i d e s .  The 
e x p e r i m e n t a l  f i n d i n g s  o f  t h i s  s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  t h e '
, FIGURE 5
THE' ESTRIOL GLUCURONIDE HYDROLYTIC ACTIVITY OF HELIX POMATIA 
AND E .  COLI B-GLUCURONIDASE
L e g e n d
•  H e l i x  p o m a t i a  R - G l u c u r o n i d a s e  -
* •  c o l i  B - G l u c u r o n i d a s e
The c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  S - g l u c u r o n i d a s e  
u s e d ' f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  a  t f r i n e  s a m p l e  o f  f i x e d  e s t r i o l  
g l u c u r o n i d e  c o n c e n t r a t i o n  was v a r i e d  f r o m  2 , 0 0 0  t o  1 0 , 0 0 0  
F i s h m a n  u n i t s .  A F i s h m a n  u n i t ' i s  d e f i n e d  a s  " t h e  am ount  o f  
enzyme t h a t  w i l l  l i b e r a t e  1 . 0  yg  o f  p h e n o l p t h a l e i n  f r o m  
p h e n o l p t h a l e i n  g l u c u r o n i d e  p e r  h a t  37°C a t  t h e  a p p r o p r i a t e ,  
p H ."  The r e s u l t i n g  f r e e  e s t r i o l  was  d e t e r m i n e d  by  t h e  K ober  
r e a c t i o n .
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ENZYME ACTIVITY (F ishm an  u n its  x  1 0 3)
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E.  c o l l  enzyme was  much s h o r t e r  t h a n  -the  He I l x  p o m a t i a .
enzyme ( i . e _ . 20 m in  f o r  t h e  f o r m e r  c o m p a r e d  t o  35 m in  f o r  •
t h e  l a t t e r )  ( F i g u r e  6 ) .  The E .  c o l i  enzym e p r e p a r a t i o n
(2> 500  F i s h m a n  u n i t s ,  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e „o f  37°C f o r
25 m i n ) , h o w e v e r , a p p e a r e d  t o  h y d r o l y z e  on t h e  a v e r a g e  o n l y
' 9-0% oX t h e  t o t a l  u r i n a r y  e s t r i o l ,  o b t a i n e d  w i t h  t h e  H e l i x
’■ p o m a t i a  enzyme p r e p a r a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0  F i s h m a n  u n i t s ,  i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e  o f  6 0 - 6 2 ° C  f o r  35 m i n )  { T a b l e  I I I ) >  w h i c h  i s  i n
\
a g r e e m e n t  w i th *  t h e  o b s e r v a t i o n s  o X ^ N o r d s t r o m  ( 8 7 ) .  T h i s
f i n d i n g  was a l s o  a p p a r e n t  i p  , t h e  d i f f e r e n c e s  i n  f i n a l  c o l o r
d e v e l o p m e n t  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  t i m e  a n d  enzyme
a c t i v i t y  s t u d i e s  ( F i g u r e  5 > 6 ) .
I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  o b s e r v e d  d e c r e a s e -  i n  h y d r o l y t i c
a c t i v i t y ,  o f  t h e  E .  c o l i  enzyme i s  d u e - t o  i n h i b i t i o n  by, t h e
u r i n e  s a m p l e  i t s e l f  ( a r t i f a c t  o f  t h e  s a m p l e ) .  A more  l i k e l y
e x p l a n a t i o n  I s  the^  a b s e n c e  o f  a r y l  s u l f a t a s e  a c t i v i t y  i n
* -
t h e  E .  c o l i  p r e p a r a t i o n  due- t o  t h e  enzyme p u r i f i c a t i o n  p r o -  ' 
c e s s  a s  w e l l  a s  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  b o t h  t h e  . p h o s p h a t e  
a n i o n  p r e s e n t  i n ,  a n d  t h e  pH o f ,  t h e  b u f f e r  s y s t e m  u s e d  f o r  
d i s s o l u t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  The a d d i t i o n  o f  a r y l  s u l f a t a s e  
t o  the"  E .  c o l i  p r e p a r a t i o n  was  f o u n d  t o  h a v e  no  a f f e c t  upon  
t h e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme p r e p a r a t i o n  w h i c h  i s  
i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  G r a e f  a n d  F u c h s . ( 9 1 ) .  The 
o b s e r v e d  l o w e r  r e c o v e r y  o f  f r e e  e s t r i o l  w i t h  the* E .  c o l i  
enzyme was  l i k e l y  due  t o  t h e  i n c o m p l e t e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  
e s t r i o l  s u l f a t e  c o n j u g a t e s  p r e s e n t  i n ' t h e . u r i n e ,  w h i c h  n o r m -  
, " a l l y  a c c o u n t  f o r  5-12%  o f  t h e  t o t a l  c o n j u g a t e d  e s t r l a l s ^ S ) .
rr
/
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FIGURE 6
‘THE HYDROLYTIC ACTIVITY OF HELIX POMATIA AND E .  COLI 8 -
GLUCURONIDASE AT 'DIFFERENT INCUBATION TIMES " .
. ... L e g e n d
\  •
•  H e l i x  p o m a t i a  B - G l u c u r o n i d a s e  
O E.  c o l l  B - G l 'U c u r o n i d a s e  ’
The  d u r a t i o n -  o f  - the  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  i n c u b a t i o n  
p e r i o d ' w a s  v a r i e d  f r o m  10-35 .  m in -  The r e s u l t i n g  f r e e  e s t r i o l  
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Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
' . T A B L E " n i :
COMPARATIVE HYDROLYTIC ABILITY OF 6-GLUCURONIDASE
* ■'*
FROM HELIX POMATIA AND E.'  COLI UPON URINARY 
ESTROGEN CONJUGATES.
(
S a m p l e A H y d r o l y t i c  'enzyme u s e d  - P e r c e n t a g e
n u m b e r  mg e s t r i o l / 2 4  h  u r i n e  d i f f e r e n c e
E. c o l i  H e l i x  p o m a t i a  ^ ' l //A2 X
1 1 7 - 3 1 9 . 2 9 0 . 1
2. 1 9 - 7 2 1 . 7  : 9 0 . 8
3 1 7 . 1 1 9 - 6 -■ 8 6 . 7
. .f t 19 • 4 • 2 2 . 1 8 7 . 8
5 .19-5 2 1 . 3 9 1 - 5
: 6 ? 2 7 . 1 2 9 - 0 - 9 3 - 5
■ 7 2 7 - 7 2 8 . 6 9 6 . 8
8 ' 1 6 . 5 1 8 . 1 9 1 .  i
9 1 9 - 1 2 2 . 0 8 5 . 0
1° 1 7 . 5  ■- 1 9 - 6 8 9 . 2
AVERAGE 2 0 . 1 2 2 . 1 8 9 - 3
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The a b o v e  enzym e s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  Kt
*
c o l i  enzyme h a d  a  h i g h e r  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  w i t h  r e s p e c t  
t o  t h e  H e l i x  p o m a t i a  enzyme a n d  t h e r e f o r e  r e q u i r e d  a  s h o r t e r  
i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h a n  t h e  l a t t e r , - i t s '  u s e  was a s s o c i a t e d '  
w i t h  s e v e r a l  s i g n i f i c a n t "  d is -dxlvh.ntages  w h i c h  r e s u l t e d  i n  
t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  'H e l ^ / p o m a t l a  enzyme a s  t h e  h y d r o l y t i c  
r e a g e n t  f o r  the_ p r o p o s e d  m e t h o d .  .. The m o s t  s i g n i f i c a n t  . d i s ­
a d v a n t a g e  p o s s e s s e d  by t h e  E .  c o l i  enzym e was t h e  a b s e n c e  
o f  any  a r y l  s u l f a t a s e  a c t i v i t y  r e s u l t i n g  i n  a  d e c r e a s e d  
r e c o v e r y  o f  t h e  t o t a l  e s t r i o l  i n  t h e  u r i n e  s a m p l e .  I n  a d d i t ­
i o n ,  a l t h o u g h  l e s s  o f  t h i s  enzyme was r e q u i r e d  p e r  t e s t t  i t  
was s i g n i f i c a n t l y  m ore  e x p e n s i v e  a n d  m ore  l a b i l e  t h a n  t h e  ■ 
H e l i x  p o m a t i a  e n z y m e .  On t h e  b a s i s  o f  t h e  a b o v e  enzyme 
s t u d i e s  t h e  f i n a l  enzyme h y d r o l y s i s  p a r a m e t e r s  t h a t  w e r e  
s e l e c t e d  a r e  a s  f o l l o w s :  H e l i x  p o m a t i a  a c t i v i t y  o f  1 0 , 0 0 0
F i s h m a n  u n i t s  p e r  t e s t ,  - i n c u b a t e d  a t  6 0 - 6 2 ° C  f o r  35 m in  
a t  a  pH o f  4 . 5 5 .  A l t h o u g h  t h e  a b o v e  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  ' a r e  
s i m i l a r  t o  t h o s e  p r o p o s e d  by  Van de C a l s e y d e  e t  a l .  ( 1 0 4 )  a n d  
S c h o l l e r  et_ a l .  ( i 3 8 ) ,  t h e  p r o p o s e d  m e thod '  u s e d  n o t  o n l y  l e s s  
enzyme b u t  a l s o  a  much s h o r t e r  I n c u b a t i o n  t i m e  t h a n  e i t h e r  o f
t h e i r  m e t h o d s  l a r g e l y  due  t o  t h e  h i g h e r  p u r i t y  o f  t h e  enzyme 
■»
p r e p a r a t i o n  u s e d .
The p e r c e n t a g e  r e c o v e r y -  o f  f r e e  e s t r i o l  a d d e d  t o  a  u r i n e  
e s t r i o l  b l a n k - w a s  o f  t h e  o r d e r  o f  9 6 ±3 % w h ic h  i s  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  Rahman ( 1 3 9 ) -  To t e s t  t h e  c o m b in e d  
e f f i c i e n c y  o f  t h e  h y d r o l y s i s  a n d  s o l v e n t  e x t r a c t  s t e p s ,  two 
s i m u l a t e d  u r i n e s  w e r e  p r e p a r e d  by  a d d i n g  E -3 -G  a n d  E - 1 6 -G  t o
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a  u r i n e  b l a n k  s u c h  t h a t  t h e  f i n a l  f r e e  e s t r i o l  c o n t e n t  was 
7 . 2  yg /m L a n d  1 7 . 4  ug /m L ,  r e s p e c t i v e l y .  To ■ a p p ro x im a te  t h e  
n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  o f  e s t r i o l  c o n j u g a t e s ^ i n  u r i n e  t h e  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r i o l  i n  t h e  a b o v e  s i m u l a t e d  u r i n e  was 
70?  E - 1 6 -G  and  30? E - 3 - G  ( 6 , 3 1 ) . ' 'T h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  o f  
t h e  to taJL  e s t r i o l  a d d e d  f a l l o w i n g  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  was 
■96±3?- The low l e v e l  o f  t h i s ^ s t u d y  a p p r o x i m a t e d  a  2 4 - h o u r  
e s t r i o l  c o n c e n t r a t i o n  o f  .12 mg ( a s s u m i n g  a  u r i n a r y  o u t p u t  o f  
1 , 5 0 0  mL) w h i c h  i s  c o n s i d e r e d . . t o  b e  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  t h e  
n o r m a l  o r  s a f e  r e g i o n  a n d  b o r d e r s  on  t h e  a r e a  o f  c o n c e r n .
The p r o p o s e d  m e th o d  t h e r e f o r e ,  a p p e a r e d  t o  h a v e  no. p r o b l e m  i n  
d i s t i n g u i s h i n g  b o r d e r l i n e  f r o m  n o n - b o r d e r l i n e  c a s e s .  -The 
l a t t e r  p o i n t  IS o f . p r i m e  i m p o r t a n c e ,  a s  i n t e r v e n t i o n  by  t h e  
p h y s i c i a n  s h o u ld ,  o n l y  o c c u r  i n  c a s e s  . o f  c o n f i r m e d  f e t a l  , 
d i s t r e s s  a s - t h e  i n t e r v e n i n g  p r o c e s s  may b e . m o r e  d e t r i m e n t a l  
t o  t h e " f e t u s  t h a n  i f  t h e  p r e g n a n c y  w as  a l l o w e d  t o  c o n t i n u e  
t o  i t s  n a t u r a l  e n d p o i n t . -
The d a t a  f r o m  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  s t u d y '  i s  p r e s e n t e d  i n  
T a b l e  IV. The c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h e  tw o u r i n e  
s a m p l e s  ( 1 8 . 7  mg a n d  2 9 . 6  mg t o t a l  e s t r i o l ,  r e s p e c t i v e l y )  
w e r e  1 . 6 ?  a n d  2 . 4 ? ,  r e s p e c t i v e l y .  The d a t a  showed  t h e  p r o ­
p o s e d  m e th o d  p o s s e s s e d  b o t h  a  s a t i s f a c t o r y  b e t w e e n -  a n d  
w i t h i n - r u n  a g r e e m e n t .
The d a t a  f r o m  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  b e t w e e n  t h e  p r o ­
p o s e d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  a n d  a n  a c i d  h y d r o l y s i s  method-  
a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  V a n d  F i g u r e  7 ’. .A c o m p a r a t i v e  a n a l y ­
s i s  o f  t h e  d a t a  s h o w e d . t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  a b s o l u t e  t e s t




REPRODUCIBILITY STUDY USING FROZEN URINE ' SAMPLES '
HAVING MEAN TOTAL ESTRIOL CONCENTRATIONS •
OF. 2 9 - 6  AND 1 8 . 7  mg/ 2 4 h  URINE
Week C o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r i o l
(mg/24  h u r i n e )
1 3 0 .5 , 1 9 - 6
2 9 - 9 1 9 ’-4
2 '
2 9 - 5
u .
2 9 . 5_ 
2 9 - 1
' 1 9 - 0
1 8 . 7
* • 2 9 - 8 1 8 . 9
2 9 . 8 1 8 - 9
3 0 . 5 1 8 . 7
3 ■' 2 9 - 1 1 8 -. 2
2 9 . 8 1 8 . 7
n .
2 9 - 6 1 8 . 7
- '  ' 2 9 - 4 1 9 - 2
- * f ^ ~ 2 9 - 1 1 9 - 0
2 8 . 8 1 8 . 7
• ------- 1 8 . 7  •
5 ' 2 9 - 8 1 8 . 0 'V
3 0 -1  , • 1 8 . 4 \
- 2 9 - 5 1 8 . 2  • •
/• 2 9 - 9 1 7 - 9 '
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■ .TABLE IV (.CONTINUED) *
6 2 9 . 2 1 8 . 2
2 9 - 7 1 8 . 2
Mean 2 9 - 6 1 8 . 7
S . D . ± 0 .4 7 ' . ± 0 . 4 6




Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
58
TABLE V
STATISTICAL -DATA PROM A COMPARATIVE STUDY BETWEEN 
< , \
THE USE OF ACID. HYDROLYSIS AND■ENZYMATJC HYDROLYSIS
PRIOR TO THEkOBER REACTION
Nos.  o f  p a i r e d  d a t a 5 3 . 0
Mean e s t r i o l  v a l u e  (X) I n  mg/L
A c id  m e th o d  (X )cl 2 0 . 0
E n z y m a t i c  m e th o d  (X0 ) 2 4 . 6
T e s t  b i a s  (X -X ) I n  mg/L .a. 0 - 4 . 6
S t u d e n t  t - t e s t .5 .98
L i - n e a r ' r e g r e s s i o n  s t u d y  Y = aX + b
S l o p e  ( a ) . 0 .8 0 5
I n t e r c e p t  (b ) 0 . 1 5 3  ■
Y = 0 .8 0 5 X  + 0 . 1 5 3
C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( r ) 0 . 9 3 7  •
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FIGURE 7
g r a p h i c a l  r e p r e s e n t a t i o n  of c o m p a r a t i v e  s t u d y  d a t a
%
_ ■L e g e n d
. The  d a t a  (N = 70‘) o b t a i n e d  f r o m  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  
b e t w e e n  a  m e t h o d  u s i n g  a n  a c i d  h y d r o l y s i s  ( r e f e r e n c e  m e th o d )  
a n d  t h e  p r o p o s e d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  ( t e s t  m e th o d )  was 
g r a p h i c a l l y  r e p r e s e n t e d  a s  d e s c r i b e d  by  B a r n e t t  a n d  Youden 
( 13 6 ) .  _ .
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
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■ I
b i a s  o f  - 4 . 6  mg/L  b e t w e e n  t h e  -two m e t h o d s  w h i c h  v e r i f i e d  by
•  + 
a  t - t e s t  v a l u e  o f  5 . 8 6 ^ The u s e  o f  t h e  a c i d  h y d r o l y s i s
• -f
. m e t h o d  r e s u l t e d  i n  a  t o t a l  u r i n a r y  e s t r i o l  l e v e l  t h a t  .'was • •
on t h e  a v e r a g e  o n l y  80$ o f  t h e ' v a l u e  o b t a i n e d  u s i n g ' t h e
/
p r o p o s e d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  m e t h o d .  T h i s  was i n  a g r e e ­
m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  b o t h  Brown - (73*116)  a n d  N o r d s t r o m
4
( 8 7 ) .  The o b s e r v e d  d e c r e a s e  i n .  t o t a l  e s t r i o ’l  r e c o v e r y  was 
l i k e l y  -due  t o  t h e  r e l a t i v e l y  n o n - s p e c i f i c  n a t u r e  o f  a c i d  
h y d r o l y s i s 3 w h ic h  n o t  o n l y  h y d r o l y z e s  t h e  e . s t r l o l  c o n j u g a t e s  
b u t  a l s o  f a c i l i t a t e s  t h e i r  d e g r a d a t i o n .  The e f f e c t  o f  t h i s  
d e c r e a s e  i n  e s t r i o l  r e c o v e r y  i s  m ore  s i g n i f i c a n t  i n  c a s e s  i n  
w h i c h  t h e  t o t a l  e s t r i o l  l e v e l  b o r d e r s ) '  o n ,  o r  i s  b e l o w  t h e  
low e n d  o f  t h e  n o r m a l  r e g i o n  t h a n  i n  s i t u a t i o n s  w e r e  t h e
- Sl '
t e s t  r e s u l t ^ f a l l s  w e l l  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r e g i o n .  A l o s s  o f
20* o f  t h e  t o t a l  e s h r i o l  a v a i l a b l e  i n  a  b o r d e r l i n e  n o r m a l
*
' s i t u a t i o n  c o u l d  g i v e  a  t e s t  r e s u l t  ' f a l l i n g  i n  t h e  a r e a  o f  
c o n c e r n ,  o r  w o r s e , i n  t h e  r e g i o n  o f  i m p e n d i n g  f e t a l  d i s t r e s s .  
T h i s  i s - n o t  a  s i t u a t i o n  t o  b e  t a k e n  l i g h t l y  a s  i t  w i l l  h a v e  
a  d e f i n i t e  i n f l u e n c e  on t h e  c l i n i c a l •s i g n i f i c a n c e  o f . t h e  
t e s t  d a t a  a n d  u l t i m a t e l y  t h e  p h y s i c i a n ’ s t r e a t m e n t  o f  h i s  
p a t i e n t .
.T h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  b e t w e e n  t h e  a n a l y t i c a l ■d a t a  a n d  
t h e  c l i n i c a l  o u tc o m e  o f  t h e  p r e g n a n c y  .showed a  c l o s e  a g r e e ­
m e n t s  I n  a l l  s i t u a t i o n s  i n . w h i c h  t h e  t e s t  r e s u l t s  i n d i c a t e d  
t h e  p r e s e n c e  o f / o r  I m p e n d i n g  f e t a l  d i s t r e s s  s u c h  a  s i t u a t i o n  
■ d i d  i n  f a c t :  e x i s t  a n d  t h e  p h y s i c i a n  was a b l e  t o  t a k e  t h e  
n e c e s s a r y  s t e p s  t o  r e c t i f y  t h e  s i t u a t i o n .
r
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CHAPTER TV 
- SUMMARY AND CONCLUSIONS
v . . .
The u s e  o f  a n  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  I n  t h e  p r o p o s e d ,  
m e th o d  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t o t a l ' u r i n a r y  e s t r i o l  g i v e s  t h e  
a s s a y  a  h i g h  d e g r e e  o f  h y d r o l y t i c ,  a c t i v i t y  i n  a s s o c i a t i o n  
w i t h  s p e c i f i c i t y .  T h i s  e n s u r e s  e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e  h y d r o l y ­
s i s  o f  t h e  u r i n a r y  e s t r i o l  c o n j u g a t e s  I n  a - r e l a t i v e l y  s h o r t  
p e r i o d  o f  t i m e  w i t h ,  v i r t u a l l y  c o m p l e t e  r e c o v e r y  of- t h e  ‘f r e e  
e s t r i o l  ( 9 6 ± 3 ? ) . ’ A s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  I s  a  h i g h  l e v e l  o f  
“ t e s t  a c c u r a c y  a n d  p r e c i s i o n  ( S . D . ± 0 . 4 7 j  C .V .  > 2 A %)  w i t h  
 ̂ a  s h o r t  s a m p i e - t u r n - a r o u n d  t i m e .  B e c a u s e  t h e  m e t h o d ' s  
t p t a l  r e a g e n t  c o m p le m e n t  I s  p r e p a r e d  w i t h i n  t h e  l a b o r a t o r y . ,  
n o t  o n l y  I s  t h e  r e s u l t a n t  c o s t  s a v i n g  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  
m e t h o d ' s  c o m m e r c i a l  c o u n t e r p a r t  q u i t e  s i g n i f i c a n t ,  ( i . e . ,
. a p p r o x i m a t e l y  $ 0 . 5 0 / t e s t  v e r s u s  $ 2 . 5 0 / t e s t )  b u t  i t  a l s o ,  
p e r m i t s  w i t h i n - l a b o r a t o r y  m o n i t o r i n g  o f  r e a g e n t  q u a l i t y .
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PART I I  .
SYNTHESIS, EVALUATION AND OPTIMIZATION 
OF A NUMBER OF COMPOUNDS IN ENDPOINT 
AND'KINETIC METHODOLOGIES FOR 
CREATININE QUANTIFICATION
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• CHAPTER I  
. INTRODUCTION
C r e a t i n i n e  ( 2 - i m i n o - l - m e t h y l —4 - i m i d a z o l i d i n o n e )  i s
f o r m e d  l a r g e l y  i n  t h e  m u s c l e  by t h e  i r r e v e r s i b l e  a n d  n o n -
e n z y m a t i c  r e m o v a l  o f  --a w a t e r  m o l e c u l e  f r o m  c r e a t i n e  p h o s -
*
p h a t e .  The s y n t h e s i s  o f  c r e a t i n i n e  (Scheme 1) i n v o l v e s  two 
c h e m i c a l  p r o c e s s e s ,  ( t r a n s a m i d i n a t i o n  a n d  t r a n s m e t h y l a t i o n )  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e ,  a n d  t h e  t h r e e  
am ino  a c i d s  g l y c i n e ,  a r g i n i n e  a n d  m e t h i o n i n e .  The f i r s t  
r e a c t i o n  i s  t h e  t r a n s a m i d i n a t i o n  b e t w e e n  a r g i n i n e  a n d  
g l y c i n e  t o  g i v e  g l y c o c y a m i n e  (1 )  f o l l o w e d  by t h e  i r r e v e r s i b l e  
m e t h y - l a t i o n  o f  t h i s  t o  y i e l d  c r e a t i n e  p h o s p h a t e  ( 2 - 6 ) .  t 
D u r i n g  m u s c l e  c o n t r a c t i o n  c r e a t i n e  p h o s p h a t e  i s  ' c a t a b o l i z e d  
t o  c r e a t i n e  a n d  p h o s p h a t e .
P
a r g i n i n e  ^ g l y c i n e  m e t h y l t r a n s f e r a s e  S - a d e n o s y l
h o m o c y s t e i n e
t r a n s a m l d i n a s e  ■ S - a d e n o s y l
m e t h i n o n l n e
o r n i t h i n e '  g l y c o c y a m i n e '■ - c r e a t i n e
p h o s p h a t e
c r e a t i n e  
ADP c h o s D h o k l n a s e
x:
n o n - e n z y m a t i c
c r e a t i n i n e  » ■ ■ c r e a t i n e
h 2 o
SCHEME 1 
-  - /
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r.
The c o n c e n t r a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  i n  s e r u m  i s  c o n s i d e r e d  
a  b e t t e r  I n d e x  o f  r e n a l  f u n c t i o n  ( u r e m i a )  t h a n  i s  b l o o d  u r e a  
n i t r o g e n ,  b e c a u s e  o f  t h e  s m a l l  e f f e c t ,  I f  a n y ,  t h a t  v a r i a t i o n s
v  -
i n  d i e t ,  m e t a b o l i c  r a t e ,  c a t a b o l i c  e f f e c t s  on  body  p r o t e i n s  
o r  . ' u r in e  v o lu m e  h a v e  upo n  i t .  D u r i n g  d i a l y s i s  u r e a  c o n c e n ­
t r a t i o n  may d e c r e a s e  r a p i d l y  w h i l e  t h e  p a t i e n t ' s  c o n d i t i o n  
h a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d  w h i l e  s e r u m  c r e a t i n i n e  o f f e r s  
a  b e t t e r  i n d e x  o f  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  c l i n i c a l  t h e r a p y  
i n  t h a t  i t  c o r r e l a t e s  w i t h  t h e  r e t u r n  o f  h o m e o s t a s i s ' 
b e t t e r  t h a n  t h e  f o r m e r  ( 7 , 8 ) .  S e r i a l  d e t e r m i n a t i o n s  o f  
s e r u m  c r e a t i n i n e  a r e  f r e q u e n t l y  u s e d  I n  t h e  e v a l u a t i o n  o f  
t h e  p r o g n o s i s  o f  r e n a l  d i s e a s e  ( 9- 1 3 ) a n d  more  r e c e n t l y  a s
*
• an  i n d e x  o f  r e j e c t i o n  o f  a  r e n a l  h o m o g r a f t  (14) .-  The d e t e r -  
^  m i n a t i o n  o f  t h e  c l e a r a n c e  o f  e n d o g e n o u s  c r e a t i n i n e  i s  s t i l l
t h e  m o s t  commonly e m p lo y e d  c l i n i c a l  m e a s u r e  o f ’ t ^ e  g l o m e r u l a r  
f i l t r a t i o n  r a t e .  '  '
I n  1886 J a f f £  ( 1 5 )  d e s c r i b e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  r e d -  
o r a n g e  c o l o r  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  c r e a t i n i n e  a n d  
a l k a l i n e  p i c r a t e .  E i g h t e e n  y e a r s  l a t e r  F o l i n  ( 1 6 )  a p p l i e d  
t h e  J a f f £  r e a c t i o n  t o  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f
<
c r e a t i n i n e  i n  u r i n e -  S i n c e  t h e n  many m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  
m e t h o d  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( T a b l e  I ) .  I n  g e n e r a l  t h e s e
__^-modifi c a t  I o n s  f a l l  . I n t o  o n e  o f  t h e  ^ f o l l o w i n g  c a t a g o r i e s :
r
t
( a )  J a f f £  r e a c t i o n  d i r e c t l y  on a  sferum o r  u r i n e  s a m p l e  w i t h o u t  
a n y  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t ;  ( b )  J a f f £ j r e a c t i o n  p e r f o r m e d  on an  
a l i q u o t  f r o m  a  p r o t e i n - f r e e  f i l t r a t e ;  ( c )  t h e  r e m o v a l  o f  
c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  s a m p l e ' b y  m e an s  o f  L l o y d ' s  r e a g e n t ,  i o n -




MODIFICATIONS OF THE JAFFE REACTION
. M o d i f i c a t i o n R e f e r e n c e
O r i g i n a l  J a f f S  r e a c t i o n
V
' 15y
C o l o r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  o f '  c r e a t i n i n e  . 16
D e t e r m i n a t i o n  o f  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  c r e a t i n i n e . ' 17
A b s o r p t i o n  o f  c r e a t i n i n e  on  L l o y d ' s  r e a g e n t  
•  < 18
M i c r o - a d a p t a t i o n  o f  F o l i n ' s  m e t h o d ^ ' 19
O p t i m i z a t i o n  o f  t h e  d i r e c t  J a f f £  r e a c t i o n 20
. P r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n 2 1 - 2 3  •
A d a p t a t i o n  t o  t h e  A u t o A n a l y z e r  ' 2 4 , 2 5
A u t o m a t e d  i o n - e k c h a n g e 26
'A u t o m a t e d  m i c r o m e t h d d  '• \ 27
D e t e r m i n a t i o n  u s i n g  t h e  J a £ f e  r e a c t i o n  u n d e r
a c i d  a n d  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s 28
I m p r o v e d  c o n t i n u o u s - f l o w  s y s t e m 29
M i c r o d e t e r m i n a t i o n 3 0 , 3 1
Dowexr 50-W I o n - e x c h a n g e  r e s i n  a b s o r p t i o n 32
C e n t r i f u g a l  a n a l y z e r \  33
M i c r o m e t h o d  a t  o p t i m a l  r e a c t i o n , c o n d i t i o n s 34
K i n e t i c  m e th o d 3 5 , 3 6
A u t o m a t e d  m i c r o m e t h o d 37
9
K i n e t i c  m e th o d  f o r  c o n t i n u o u s - f l o w 38 ' . *
J a f f £  r e a c t i o n  b e f o r e  a n d  a f t e r  e n z y m a t i c *
h y d r o l y s i s 39
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e x c h a n g e  r e s i n  . o r  s o l v e n t  e x t r a c t i o n  f o l l o w e d  b y  t h e  J a f f £  
r e a c t i o n  o n . t h e  a p p r o p r i a t e  a l i q u o t . o f  t h e  e l u ^ t e ;  ( d )  J a f f £  
r e a c t i o n  b e f o r e  a n d  a f t e r  a l t e r a t i o h  o f  t h e  r e a c t i o n  pH , ( i . e _ . , 
t h e .  J a f f g  c r e a t i n i n e  ch ro m o g e n  d i s a p p e a r s  a t  a  r e a c t i o n  pH 
b e l o w  1 0 . 0 ) ;  ( e )  a u t o m a t e d  m e t h o d s  e m p l o y i n g  t h e  J a f f £  r e a c ­
t i o n  w i t h  o r  w i t h o u t  a  d i a l y s i s  s t e p .
Though  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  i s  t h e  m o s t '  commonly u s e d  '
m e th o d  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  i n  b i o l o g i c a l
f l u i d s ,  i t .  d o e s  p o s s e s s e s  n u m b e r  o f  s i g n i f i c a n t  s h o r t c o m i n g s .
The two m a j o r  s o u r c e s ‘. o f  e r r o r  p o s s e s s e d ^ b y  t h e  r e a c t i o n  a r e
i t s  r e l a t i v e  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y  f o r  c r e a t i n i n e  a n d  i t s
s e n s i t i v i t y  t o  t h e  r e a c t i o n ,  p a r a m e t e r s . H enry  (4 0 )  h a s
s t a t e d  t h a t  up to .  20 a n d  5% o f  t h e  J a f f e - p o s i t i v e  m a t e r i a l
i n  s-erum o r  p l a s m a  a n d  u r i n e ,  r e s p e c t i v e l y ,  i s  d u e  t o  s p e c i e s
o t h e r  t h a n  c r e a t i n i n e .  The p r e s e n c e  of.  t h e s e  n o n - c r e a t i n i n e
s p e c i e s  i n  a s s o c a t i o n  w i t h  t h e  a c t u a l  c r e a t i n i n e  p r e s e n t  i n
t h e  s a m p l e  r e s u l t s  i n  a n  o v e r e s t i m a t i o n  o f  t h e
c r e a t i n i n e  c o n t e n t  o f  t h e  s a m p l e .  The more  commonly e n c o u n -
«•*
t e r e d  J a f f £ - r e ‘a c t i v e  s p e c i e s  f o u n d  i n  Serum a n d / o r  u r i n e  
a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  I I .  Many o f  t h e s e  -compounds when i n  t h e  
b l o o d  o r  u r i n e  a r e  g e n e r a l l y  p r e s e n t  i n  r e l a t i v e l y , lo w  c o n -  
c e n t r a t i o n s  a n d ,  t . h e r e f o r e ,  h a v e  l i t t l e - ' i f  a n y  s i g n i f i c a n t  
e f f e c t  upo n  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  c r e a t i n i n e -  A d u m b e r  o f  
t h e s e  c o m p o u n d s , h o w e v e r , a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  m a j o r  i n t e r f e r e  
i n g  s p e c i e s  ( m a rk e d  w i t h  * ) ,  a s  i t  i s  n o t  uncommon f o r  one  
o r  m ore  o f  t h e s e  compounds  t o  a t t a i n  a  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  
w i t h i n  t h e  s a m p l e  w h e t h e r  i t  b e  s e r u m  o r  u r i n e .  I n  a d d i t i o n



















COMPOUNDS INTERFERING WITH THE JAFFE REACTION.-
* .
Compound » E f f e c t  on R e a c t i o n  o u tc o m e R e f e r e n c e
* e n d p o i n t k i n e t i c .A • 1.
A c e t o a c e t a t ^ e *  ' + ' * +
j
2 3 , 2 5 , - 3 3 , 4 1 - 4 9
A c e t o n e *  / +
j
+ * 2 5 , 4 2 , 4 4 - 4 6 , 4 9 , 5 0
A c e t y l a c e t o n e + r 7 4 6 , 5 1
i
A d r e n a l i n  * • 1 + + ■ 4 6 ,5 2 ,5 3
A m i r i o h i p p u r a t e *  .—W % +
,
54
A s c o r b i c  A c id* + + 5 0 , 5 3 , 5 5
B i l i r y b i n * + o r  - 5 0 , 5 6 - 6 0
C e p h a l o s p o r i n  a n t i b i o t i c s ' * + + 4 9 , 5 6 , 6 1
E t h y l  a c e t o a c e t a t e + 4 6 , 5 0 , 5 1
F r u c t o s e ,  l a c t o s e  a n d  g a l a c t o s e 46 •
F u r f u r a l + ■v 51 .
G l u c o s e * + + 3 3 , 4 3 , 4 5 , 4 6 , 5 . 0 , 6 2 - 6 4


















T A B LE  I I  (C O N T IN U E D )
G l u c o s d m i n e  +■
*
G l y c o c y a m i d i n e  +
G ly c o cy a m in e *  +
H y d a n t o i n  +
H y d r o x y l a m i n e  +
H e m o g lo b in *  • +
K e t o - a c i d s *  +
L e v u l i n i c  a c i d  ’ +
. M e t h y l h y d a n t o i n  • +
P r o t e i n *  +
P h e n o l s u l f o n p t h a l e i n  +
■ P y r u v i c  a c i d *  +
T r i m e t h o p r i m / S u l f a m e t h o x a z o l e  +
U r i c  a c i d  +
* v M a j o r  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s .












6 8 , 6 9
46
o\
. t o  t h i s  r a t h e r  l a r g e  n u m b e r  o f  compounds  w h i c h  i n t e r f e r e  w i t h
t h e  J a f f £ ■ r e a c t i o n ,  t h e  r e a c t i o n  i t s e l f ,  i s  . v e r y  s e n s i t i v e  t o
s u c h  r e a c t i o n  p a r a m e t e r s  a s  - t h e  r e a c t i o n  pH ( 2 0 , 2 1 , 2 8 . , .  3 6 ,  .
70 - 7 7 )3  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  a n d  i t s .  t e m p e r a t u r e
( 2 1 , 4 3 , 5 0 , 7 3 3 7 8 - 8 0 ) t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  p i c r a t e
a n d / o r  h y d r o x i d e  i o n  ( 3 0 , 7 3 , 8 1 ) ' a n d  t h e  w a v e l e n g t h  a t  w h i c h
t h e  c o l o r  p r o d u c e d  i s  m e a s u r e d  ( 2 0 , 2 1 , 3 3 , 4 3 , 6 7 , 7 3 , 7 9 , 8 0 , 8 2 ,
8 3 ) .  .
A l a r g e  am oun t  o f  t i m e  a n d  e f f o r t  h a s  b e e n  d e v o t e d  t o
*
t h e  d e v e l o p m e n t . o f  m e t h o d s  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  m i n i m i z i n g  o r  
r e m o v i n g  J a f f £  r e a c t i v e  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  t h e  c r e a t i n i n e  ' 
s a m p l e  ( T a b l e  I I I ) .  Of t h e  m e t h o d s  l i s t e d  t h e  m ore  s u c c e s s f u l
a n d  commonly u s e d  a r e :  t h e  r e m o v a l  o f  p r o t e i n  by  p r e c i p i t a -
A
t i o n  o r  d i a l y s i s ;  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  o f  c r e a t i n i n e  by m eans  
o f  e i t h e r  a n  i o n - e x c h a n g e  r e s i n  o r  L l o y d ’ s  r e a g e n t .  H o w e v e r ,  
s e v e r a l  d i s a d v a n t a g e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  m e t h o d s , ’ 
t h e  a d d i t i o n a l  t i m e  r e q u i r e d  t o  p e r f o r m  t h e  p r o c e d u r e ( s ) ,  
w h i c h  c a n  b e  r a t h e r  l e n g t h y  a n d  n o t  w e l l  s u i t e d  f o r  r o u t i n e  
u s e ,  r e s u l t s  i n  a n  - i n c r e a s e  i n  t h e  s am p le ,  t h r o u g h - p u t  t i m e .
A s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  i s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o s t  p e r  t e s t .
• /
F o r  t h e s e  r e a s o n s  t h e s e  p r o c e d u r e s  a r e  n o t  g e n e r a l l y  p e r f o r m e d  
i r i  t h e  r o u t i n e  l a b o r a t o r y ,  b u t  s e e  m o re  u s a g e  i n  r e f e r e n c e  
m e t h o d o l o g i e s  f o r  c r e a t i n i n e  q u a n t i f i c a t i o n .
Two a l t e r n a t e  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  i n  a n  e f f o r t
\
t o  e l i m i n a t e  o r  a t  l e a s t  m i n i m i z e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  . J a f f £  
r e a c t i o n  t o  t h e  i n t e r f e r e n c e s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  The f i r s t  
a p p r o a c h  was t h e  u s e  o f  a l t e r n a t e  modes
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PROCEDURES FOR THE REMOVAL
TABLE III 
OF THE INTERFERENCE DUE TO JAFFE-REACTIVE COMPOUNDS
Procedure Reagents fReferences
Preliminary oxidation of ■ Ceric sulfate 84
interfering substances Iodine 55,57,85
Solvent extraction before Ether •85,86
or after reaction with plcrate
Measurement of the Jaffd 0,5 N HpSOn 
Phosphate Duffer 28,77chromogen under acidic and v, 75,87
alkaline conditions SDS i Borate buffer 76
t
Boiling to remove 42
acetoacetate and/or acetone
Dialysis of sample 24,74
Absorption of creatinine from the Kaolin 88
serum filtrate • . Lloyds' reagent 18,21,25,45,70,78,89,90
44Bentonite
Montmor11ionite 1 . 91
. Ion-exchange resin / 26,32,92-97
Removal of protein Tungstic acid . .‘21,22,70,98,99
o f  c r e a t i n i n e  c o n s i s t i n g  o f  e n z y m a t i c  -m e th o d s ,  s o p h i s t i c a t e d  
i n s t r u m e n t a l  m e t h o d s  a n d  r e a c t i o n  r a t e  m e t h o d o l o g i e s  ( T a b l e  
IV).  ' A l t h o u g h  t h e s e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  shown t o  b e  r a t h e r  *
s p e c i f i c  f o r  c r e a t i n i n e ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  c5f t h e  k i n e t i c  -
■ /  - . . .  •
m e t h o d o l o g i e s ,  t h e  h i g h  c o s t  f a c t o r  I n v o l v e d  p e r  t e s t ,  a s  
a  r e s u l t  o f  t h e  t i m e  r e q u i r e d  t o  p e r f o r m  t h e  t e s t  a s  w e l l  
a s  t h e  r e l a t i v e l y  s o p h i s t i c a t e d . n a t u r e  o f  t h e  i n s t r u m e n t a t i o n  
i n v o l v e d  h a s  l i m i t e d  t h e i r  u s a g e  i n  t h e  r o u t i n e  l a b o r a t o r y .
I n  1 9 7 1  B a r t e l s  a n d  Bohmer ( 3 0 )  a n d  Cook ( 3 5 )  d e s c r i b e d  • 
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  . 
by  m eans  o f  t h e '  Ja f" f£  r e a c t i o n  u s i n g  a’ r e a c t i o n - r a t e  p r i n ­
c i p l e  b a s e d  on t h e  d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  a n d  t h e  r a t e  o f  c h a n g e . I n  t h e  a b s o r b - '  
a n c e  (AA) o v e r  a  f i x e d  t i m e  i n t e r v a l .  I d e a l l y  i n  a  k i n e t i c  
r e a c t i o n  p r o c e d u r e  t h e  r e a c t i o n  r a t e  s h o u l d  b e  m o n i t o r e d  
d u r i n g  t h a t  p o r t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  w h i c h  p o s s e s s e s  f i r s t -  
o r d e r  k i n e t i c  b e h a v i o u r  ( I . e . ,  t h e  r a t e  o f  c o l o r  d e v e l o p m e n t  
i s  a  l i n e a r  f u n c t i o n ' o f  t h e  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n ) .
T h i s  i s  r e p r e s e n t e d  by t h a t  p o r t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  w h i c h  
p o s s e s s e s  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p . b e t w e e n  In  A a n d  t i m e ,  w h e re  
t h e  s l o p e  o f  t h e  c u r v e  (AA/A t i m e ) . r e p r e s e n t s  t h e  r a t e  c o n ­
s t a n t  o f  t h e  r e a c t i o n .  A p l o t  o f  a b s o r b a n c e  v e r s u s  t i m e  
( 0 - 3 6 0  s )  g e n e r a l l y  g i v e s  a  n o n - l i n e a r  c u r v e  h a v i n g  a  n o n ­
z e r o  i n t e r c e p t .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  r e a c t i o n  r a t e  ( ^ . e _ . , 
t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  J a f f e - p o s i t i v e  c h r o m o g e n )  b e i n g  
m a x im a l  v e r y  e a r l y  I n  t h e  r e a c t i o n  a n d  t h e n  t a p e r i n g  o f f  
r a t h e r  q u i c k l y  t o  g i v e  a  m ore  l i n e a r  c u r v e .  The p o i n t  a t


















ALTERNATE METHODS FOR THE QUANTIFICATION OF CREATININE
X • M ethod  • R e f e r e n c e
1 .  E n z y m a t i c  m e t h o d s
a )  NADH c o u p l e d  c r e a t i n i n e  a m i d o h y d r o l a s e  1 0 0 - 1 0 2
b )  E s t i m a t i o n  o f  J a f f £ - r e a c t i v e  s p e c i e s  ' ' 3 9
b e f o r e  a n d  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  c r e a t i n l n a s e  ,
c )  A s s a y  o f  ammonia  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  ' 103,10*1 
c r e a t l n i n a s e , u s i n g  N H ^ - s e l e c t i v e  e l e c t r o d e
2 .  Mass  f r a g m e r i t o g r a p h y  105
3 .  S e p h a d e x  g e l - f i l t r a t l o n  o r  i o n - e x c h a n g e  1 0 6 - 1 1 0
f o l l o w e d  by q u a n t i f i c a t i o n  o f
c r e a t i n i n e  (2 3 5  nm)
*1. H i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  *19 ,111-113
5 .  P i c r a t e  i o n - s e l e c t i v e  e l e c t r o d e  11*1
6 .  I n v e r s e  p o l a r o g r a p h y  * ■ 115,
7 . '  F l u o r o m e t r i c  e n z y m a t i c  d e t e r m i n a t i o n  • • 116


















M e a s u r e m e n t  o f  t h e  r a t e  o f  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  p i c r a t e - c r e a t i n i n e  c h ro m o g e n
iii
3 0 , 3 3 , 3 4  , 3 6  ,
* * 1 3 ,* 5 ,5 0 . ,6 1 ,  
6 3 , 7 3 , 1 1 7 - 1 1 9
w h i c h  t h i s  t a p e r i n g  o f f  o c c u r s  v a r i e s  f r o m  s a m p l e  t o ' s a m p l e ,
b u t  i n  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c a s e s  - o c c u r s  p r i o r  t o  a  r e a c t i o n
t i m e  o f  30 s  ( 1 1 9 ) .  . B e c a u s e  t h e  r e a c t i o n - r a t e ,  w i t h  r e s p e c t
t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  i s  r e l a t i v e l y  l i n e a r  i n  t h e
3 0 - 2 4 0  s  r e g i o n ,  t h e  r e a c t i o n  a p p r o a c h e s  a  f i r s t - o r d e r  b e h a v -
%
. i o r ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  l i n e a r i t y  o f  a  I n A - t i m e  p l o t ,  and  
t h e r e f o r e . i t  i s  d u r i n g  t h i s  p o r t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n ' t h a t  i t s  
r a t e  i s  g e n e r a l l y  m o n i t o r e d . '  A l s o  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  o f  
t i m e ,  t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  s a m p l e  o f  v a r i o u s  J a f f £ - p o s i t i v e  
c om pounds  a p p e a r s  t o .  h a v e '  a  n e g l i g i b l e  e f f e c t  on  t h e  r a t e  o f  
f o r m a t i o n  o f  t h e  p i c r a t e - c r e a t i n i n e  c o m p le x  ( 3 0 , 3 3 , 3 5 , 3 6 , 4 3 ,  
6 7 , 1 1 7 , 1 1 8 ) .  T h i s  i s  l a r g e l y  due  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e i r  
r a t e s  o f  r e a c t i o n  w i t h  a l k a l i n e  p i c r a t e  a r e  e i t h e r  much s l o w e r
4
t h a n  t h a t  f o r  c r e a t i n i n e  ( i . e . , t h e i r  e f f e c t  i s  n e g l i g i b l e  
f o r . r e a c t i o n  t i m e s  o f  l e s s  t h a n  360 s ,  £ . g . , g l u c o s e  ( 3 6 ) o r  
a s c o r b i c  a c i d  ( 3 5 ) )  o r  t h e i r  r a t e  i s  much f a s t e r  t h a n  f o r  
c r e a t i n i n e  ( i . e . ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p i c r a t e - c h r o m o g e n i c  
s p e c i e s  i s  c o m p l e t e d  w i t h i n  30 s ,  e . g . ,  a c e t o a c e t a t e  ( 3 3 , 3 5 ,  
4 3 , 1 1 7 ) .  T h i s  l a t t e r  p o i n t  p a r t i a l l y  e x p l a i n s  t h e  n o n - z e r o  
i n t e r c e p t  o f  t h e '  r e a c t i o n ^ a t e  c u r v e  a s  w e l l  a s  t h e  i n i t i a l  
n o n - l i n e a r i t y  o f  t h e  c u r v e .  The . t o t a l  c o l o r i m e t r i c  c o n t r i ­
b u t i o n  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e s e  ' p a r a s i t i c  c h r o m o g e n s 1 h a s  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b e  e q u i v a l e n t  t o  0 . 0 8  m g/dL c r e a t i n i n e ,  w h ic h  
may b e  c o n s i d e r e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  i n s i g n i f i c a n t  f o r  p r a c t i c a l  
p u r p o s e s  ( 3 3 ) .  An a d d e d  a d v a n t a g e  f o r  m o n i t o r i n g  t h e  r e a c t / o n  
a f t e r  30 s i s  t h a t  t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  b l a n k  d e c r e a s e s  
m a r k e d l y ,  e a r l y  i n  t h e  r e a c t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  a f t e r  10 s  t h e
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c o l o r  i n t e n s i t y ' * 1©? t h e  r e a g e n t  b l a n k  r e p r e s e n t s  a p p r o x i m a t e l y -  
2 0 ?  o f  t h e  c o l o r  o b t a i n e d  f r o m  a  n o r m a l  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a - .  
t i o n  w h i l e  a t  30  s  t h e  b l a n k ' s  c o l o r ' i n t e n s i t y  h a s  f a l l e n  
t o  o n l y  2% o f  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  ( 6 7 ) .  S i n c e  t h e  p r e c i s i o n  
* o f  t h e  t e s t  i s  l a r g e l y  l i m i t e d  b y ' t h e  c ^ l o r  i n t e n s i t y  o f  
t h e  r e a g e n t  b l a n k  i t  i s  a d v a n t a g e o u s  t o  k e e p  i t  a s  low  a s  
p o s s i b l e .
The s p e c i f i c i t y  o f  t h e  k i n e t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  c r e a t i n ­
i n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  s i m i l a r  t o  m e t h o d s  e m p l o y i n g  t h e  
r e m o v a l  o f  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  s a m p l e  u s i n g  L l o y d ’ s  r e a g e n t  
f o l l o w e d  by  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  on  t h e  e l u a t e  ( 3 5 54 3 ) .  I n  
l i g h t  o f  t h e  s p e e d  a n d  s i m p l i c i t y  o f  t h e  k i n e t i c  d e t e r m i n a t i o n  
o f  c r e a t i n i n e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e ■s m a l l  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  
v o lu m e s  r e q u i r e d ,  t h e  l a c k  o f  d e p r o t e i n i z a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  
a n d  t h e  r e l a t i v e  f r e e d o m  f r o m  t h e  n u m e ro u s  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s  
t h i s  f o r m  o f  a s s a y  h a s  beco m e  r a t h e r  a p p e a l i n g . i n  t h e  c l i n i c a l  
l a b o r a t o r y ,  e s p e c i a l l y  i n  s i t u a t i o n s  r e q u i r i n g  s m a l l  s a m p l e ,  
v o lu m e s  a n d / o r  r a p i d  a s s a y .
A s i g n i f i c a n t  am o u n t  o f  r e s e a r c h  h a s  b e e n  d e v o t e d  t o  t h e  
s e a r c h  f o r  an  a l t e r n a t e  t o . p i c r i c  a c i d  a s  t h e  c o l o r  r e a g e n t  
f o r  c r e a t i n i n e  q u a n t i f i c a t i o n .  I n  t h i s  r e s p e c t  t h e  f o l l o w i n g  
h i t r o - s u b s t i t u t e d  a r o m a t i c  compounds  h a v e  b e e n  shown t o  g i v e  
a  c o l o r  r e a c t i o n  w i t h  c r e a t i n i n e  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s :  
1 , 3 , 5 - t r i n i t r o b e n z e n e  (TNB) ( 1 2 0 ) ;  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o t o l u e n e  (TNT) 
( 1 2 0 ) ;  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  a c i d  (TNBA) ( 1 2 0 ) ;  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o  
b e n z e n e  ( 1 2 1 ) ;  3 , 5 - d i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n i c  a c i d  ( 1 2 2 , 1 2 3 ) ;
- 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o i c  a c i d  ( 1 2 4 - 1 3 0 ) ;  m e t h y l  3 S 5 - d i n i t r o b e n z o a t e
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( 1 3 0 - 1 3 2 ) ;  a n d  2 , 2 ’ j ^ ’ - t e t r a n i t n o b l p h e n y l  ( 1 3 3 ) .  A l t h o u g h  
t h e  c i t e d  a u t h o r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h e i r - r e s p e c t i v e  c o m p o u n d ( s )  
a s  a l t e r n a t e s  t o  p i c r i c  a c i d ,  n o n e . o f  t h e  a b o v e - h a v e  e x p e r ­
i e n c e d  w i d e  a c c e p t a n c e  i n  t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y ,  a s  t h e y  
a l l  p o s s e s s  t h e i r  own i n h e r e n t  d i s a d v a n t a g e s .  I n  a d d i t i o n  
t o  t h e  a b o v e ,  a  n u m b e r  o f  n o n - n i t r a t e d  a r o m a t i c  com pounds  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a s  c o l o r  r e a g e n t s  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  
o f  c r e a t i n i n e :  . 1 , 4 - n a p t h o q u i n o n e - 2 - p o t a s s i u m  s u l f o n a t e  
( 1 3 4 , 1 3 5 ) ;  c o n v e r s i o n  o f  c r e a t i n i n e  t o ' m e t h y l  g u a n i d i n e  by  
2 - n i t r o b e n z a l d e h y d e  f o l l o w e d  by  t h e  S a k a g u c h i  r e a c t i o n  ( 1 9 ,  
1 3 ^ , 1 3 6 , 1 3 7 ) ;  r e a c t i o n  o f  c r e a t i n i n e  w i t h  p o t a s s i u m  m e r c u r y  
t h i o c y a n a t e  f o l l o w e d  by  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  l i b e r a t e d  
m e r c u r y  w i t h  d i t h i z o n e  ( 1 3 8 - 1 4 0 ) ;  N e s s l e r ' s  r e a g e n t  ( 4 5 ) ;  
a n d  p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  ( 1 4 1 - 1 4 3 ) .  I r r e s p e c t i v e  o f  t h e  
l a r g e  am o u n t  o f  e f f o r t  s p e n t  i n  t h e  s e a r c h  f o r  a n  a l t e r n a t e  
c o l o r  r e a g e n t  f o r  p i c r i c  a c i d ,  no  r e a g e n t  o f f e r i n g  a  s i g n i f -  
l e a n t  i m p r o v e m e n t  o v e r  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  a s  d e s c r i b e d  by 
F o l i n  (16>  i n  1904  h a s  b e e n  f o u n d  t o  d a t e .
I n  n o n e  o f  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  f o r  a n  a l t e r n a t e  t o  
p i c r i c  a c i d  was  a  s t r u c t u r a l  o r  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  a p p r o a c h  
u s e d  t o  a s s i s t  I n  t h e ' s e l e c t i o n  o f  a  new c o l o r  r e a g e n t .  I n  
t h e  l i g h t  o f  t h i s  a  b r i e f  r e v i e w  o f .  t h e  s t r u c t u r a l  e l u c i d a t i o n  
o f  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  I s  w a r r a n t e d .  Chapman ( 1 4 4 ) '  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  r e d  c o l o r  f o r m e d  d u r i n g  t h e  J a f f e  r e a c t i o n  was due  
t o  t h e  s o d iu m  s a l t ( s )  o f  p i c r a m i c  a c i d  a n d  d i a m i n o n l t r o p h e n o l .  
G r e e n w a l d  a n d  G r o s s  ( 1 4 5 )  d i s a g r e e d  a n d  . s u g g e s t e d  t h a t  I t  was 
a  t a u t o m e r  o f  c r e a t i n i n e - p i c r a t e  c o n s i s t i n g  o f  a  1 : 1  a n d  a
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2 : 1  c o m p l e x ( s )  o f  c r e a t i n i n e  a n d  p i c r i c  a c i d .  I n  193 0  —
•  .
G r e e n w a l d  (146") p r o p o s e d  s t r u c t u r e  ( I )  f o r  t h e  - y e l l o w - c o l o r e d  




a n d  one  m o le  o f  c r e a t i n i n e .  I n  193 7  B o l l i g e r  ( 1 4 7 )  p r o p o s e d  
t h a t  e n o l i z a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  o c c u r s  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i ­
t i o n s  a n d  a  c o m p le x  c o n s i s t i n g  o f  o n e  m o le  o f  p i c r i c  a c i d ,  
one  m o le  o f  c r e a t i n i n e  a n d  two t o  t h r e e  a n d  a  h a l f  m o l e s  o f  
NaOH r e s u l t s .  The r e d  c h ro m o g en  f o r m e d  b y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
p i c r i c  a c i d  a n d  s o d i u m  h y d r o x i d e  I n  w a t e r . h a s  b e e n  r e p o r t e d
4
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Crampton and El-Ghaniani (149).proposed the existence of 1 : 1  






I n  1955  K lm ura  ( 1 5 0 )  p r o p o s e d  s t r u c t u r e  ( I V )  f o r  t h e  c h ro m o -  
g e n i c  s p e c i e s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  r e a c t i o n  o f  a l k a l i n e  p i c r i c ' 








I n  196 9  S e e l i g  ( 1 5 1 )  f r o m  s p e c t r o s c o p i c  d a t a  a n d  c h r o m o t o -  
g r a p h i c  s t u d i e s  s h o w e d  t h e  r e d  s p e c i e s  was n o t  p i c r a m i c  a c i d
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S i m i l a r  s p e c i e s  h a v e  b e e n ' d e t e c t e d  b y  B e r n a s c o n i  ( 1 5 3 )  
i n  t h e . r e a c t i o n  o f  a m i n e s  w i t h  p o l y n i t r o - c o m p o u n d s , b u t  t h e y '  
h a d  v e r y  s h o r t  h a l f - l i v e s  ( l . e _ . ,  s e v e r a l  m i c r o s e c o n d s )  a n d  
on  t h e  b a s i s  o f  t h i s ,  s t r u c t u r e  -(V)- w o u ld  a p p e a r  t o  b e  a n  
V u n l i k e l y  p r o p o s a l  f o r  t h e  p i c r a t e - c r e a t i n i n e  c o m p le x  a s  t h e
v  •
J a f f e  c h ro m o g e n  h a s  a  s t a b i l i t y  o f  a t  l e a s t  2 0 - 3 0  m i n .  On 
t h e  b a s i s  of" s p e c t r o p h o t o m e t r i c , k i n e t i c  a n d  N.M.R.  d a t a  i n  
DMSO, V a s i l l a d e s  ( 1 5 ^ , 1 5 5 )  p r o p o s e d  a. 1 : 1  a d d u c t  b e t w e e n  
p i c r a t e  a n d  c r e a t i n i n e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  S e e l i g  a n d  Wiist ( 1 5 2 ) .  
H i s  k i n e t i c  s t u d i e s  i n d i c a t e d  - t h e . f o r w a r d  r e a c t i o n  was f i r s t -  
o r d e r  i n  p i c r i c  a c i d ,  h y d r o x i d e ,  a n d  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  
w h i l e  t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n  show ed  a  c o m p le x  d e p e n d e n c e  o f  
t h e  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a t i o n .
B u t l e r  ( 1 5 6 - 1 5 8 )  a n d  B l a s s  a n d  T h i b e r t  ( 1 5 9 )  p r o p o s e d  ■ 
t h e  f o r m a t i o n  o f  a  J a n o v s k y  c o m p le x  (V I)  a s  t h e  p i c r a t e -  
c r e a t i n i n e  c h r o ra o g e n ,  w h ic h  a p p e a r s  t o  h a v e  b e e n  m o re  r e a d i l y
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a c c e p t e d  t h a n  t h e  p r e v i o u s  p r o p o s a l s .  On t h e  b a s i s  o f  e x t e n ­
s i v e  k i n e t i c  d a t a ,  B u t l e r - p r o p o s e d  t h e  f o l l o w i n g  a s  a  p o s ­
s i b l e  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  f o r  the .  J a f f £  r e a c t i o n ' :
-  * k l  ‘. c r e a t i n i n e  + OH » c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  + H? 0
_  ‘ k 2
p i c r a t e  . + c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  ^ a n o v s ĉy c o m p le x
The r e a c t i o n  r a t e  shows a  f i r s t  o r d e r  d e p e n d e n c e  on  t h e  c o n ­
c e n t r a t i o n  " o f  c r e a t i n i n e ,  p i c r i c  a c i d ,  a n d  h y d r o x i d e  i o n .
# •
( i . e . ,  R a t e ' =  k ^ k 1/ k 2 • [ c r e a t i n i n e ]  [ p i c r a t e ]  [0 H ~ ] ) ,  a n d  
t h e  r a t e - d e t e r m i n i n g  s t e p  i s  t h e  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k  o f  t h e  • 
c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  u p o n  t h e  p i c r a t e  c a t i o n .
U s i n g  t h i s  p r o p o s e d  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  a n d  t h e  c r e a t i n -  
i n e - p i c r a t e  s t r u c t u r e  p r o p o s e d  b y ' B u t l e r  a n d  B l a s s  a n d  
T h i b e r t  a s  a # f o u n d a t i o n ,  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  a l t e r n a t e  com­
p o u n d s  t o  p i c r i c  a c i d  a s  c o l o r  r e a g e n t s  f o r  c r e a t i n i n e  was  • 
u n d e r t a k e n .
V a r i o u s  s t r u c t u r a l  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  b a s i c  t r i n i t r o -  
a r o m a t i c  r i n g  ( i , . e _ . , s t e r i c  h i n d r a n c e  a n d  a l t e r a t i o n  o f  t h e
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c h a r g e  d e n s i t y  a b o u t  p o s i t i o n s  3 a n d  5 o f  t h e ,  r i n g )  w e r e  
e x a m i n e d .  The f i r s t  s t r u c t u r a l  m o d i f i c a t i o n  e x a m i n e d  was 
t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  p h e n y l  g r o u p  m e t a  t o  t h e  n i t r o  g r o u p s  
o f  2 , 6 - d i n i t r o p h e n o l  arid 2 , 4 - d i n i t r o p h e n o l ' ,  r e s p e c t i v e l y . .
I t  was  h o p e d  t h a t  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  r i n g  p o s i t i o n s  t h r e e  a n d  
f i v e  m i g h t  b e  i n c r e a s e d  w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  due  t o  
t h e  i n c r e a s e d  s t e r i c  h i n d r a n c e  a b o u t  t h e s e  p o s i t i o n s , w i t h  
r e s p e c t  t o  l a r g e r  m o l e c u l e s , b r o u g h t  on  by  t h e  p r o x i m i t y  t o  
t h e s e  r i n g  p o s i t i o n s  o f  t h e  r a t h e r  b u l k y  p h e n y l  g r o u p .
■ The i n t r o d u c t i o n  o f  s t r o n g  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  g r o u p s  
s u c h  a s  -COOH a n d  P^-a c e  e l e c t r o n  - d o n a t i n g
-OH g r o u p - i n  r i n g  p o s i t i o n  1 was  t h e  s e c o n d . f o r m  o f  s t r u c t u r a l  
m o d i f i c a t i o n  e x a m i n e d .  The i n t r o d u c t i o n  o f  th e s .e '  e l e c t r o n  
w i t h d r a w i n g  g r o u p s  o u g h t  t o  l o w e r  t h e  d e n s i t y  o f ’ t h e
l o c a l i z e d  n e g a t i v e  c h a r g e  a b o u t  r i n g  p o s i t i o n ( s )' t h r e e  a n d / o r
\
f i v e  a n d  t h e r e f o r e ,  i n c r e a s e  t h e  a t t r a c t i o n  o f  t h e s e  r i n g
p o s i t i o n  f o r  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n .  By i n c r e a s i n g  t h e
\
\
a t t r a c t i v e  f o r c e  a b o u t  t h e s e  s i t e s  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  r a t e ,  
w i t h  r e s p e c t  t o  p i c r i c  a c i d ,  o f  t h e s e  compounds  w i t h  c r e a t i n ­
i n e ,  s h o u l d  b e  I n c r e a s e d .  The i n t r o d u c t i o n  o f  t h e s e  g r o u p s  
w i l l  h a v e  t h e  a d d e d  f e a t u r e  o f  I n c r e a s i n g  t h e  w a t e r  s o l u b i l i t y  
o f  t h e ' c o m p o u n d  r e l a t i v e  t o  p i c r i c  a c i d  w h i c h  I n  i t s e l f  may 
h a v e  a n  e f f e c t  on t h e  r e a c t i o n  r a t e  b e c a u s e  o f  t h e  g r e a t e r  . 
d e g r e e  o f  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  compound i n  t h e  
r e a c t i o n  m ed ium .  B e c a u s e  t h e  -OH g r o u p  i s  a  s t r o n g  e l e c t r o n  
d o n a t i n g  s p e c i e s  a n d  b e co m e s  e v e n  m o le  s o  I n  a n  a l k a l i n e  
s o l u t i o n  a s  0- , t h e  c h a r g e  d e n s i t y  a b o u t  p o s i t i o n s  t h r e e  a n d
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f^-ve may b ve  m o r e . s u b t l e y  c o n t r o l l e d j b y ' t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  • 
g r o u p s  w i t h  w eak  e l e c t r o n  d o n a t i n g  -o r  w i t h d r a w i n g  p r o p ­
e r t i e s  ( e . g . - ,  - H ,  -CH3? -QCH3 > ’ -C 0 C 1 ,  - S O C l j ) .  By 
m a k i n g  t h e s e  s u b s t i t u t i o n s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  a b o v e
' s t u d y ' • i t ' ' i s  h o p e d  a  c l e a r e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  f u n c t i o n
* \
o f  t h e  s u b s t i t u e n t  on  r i n g " p o s i t i o n  o n e  w i t h  ^ r e s p e c t  t o  t h e
a c t i v a t i o n  o f  p o s i t i o n s ,  t h r e e  a n d  f i v e  may b e  o b t a i n e d .
‘ . The a p p a r e n t  s u c c e s s  o f  N a k a d a t e  e t  a ^ .  ( 1 3 3 )  w i t h
i ► ■ * •i
'• 2 , 2 * , 4 >4 t - t e t r a n i t r o b i p h e n y l  ab  a  r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  c o l o r  
r e a g e n t  f o r  c r e a t i n i n e  p r o m p t e d  f u r t h e r  s t u d y  o f  t h i s  com- 
■' p o u n d . .  The m a j o r  d i s a d v a n t a g e  w i t h ,  t h i s  r e a g e n t  was i t s  
. w a t e r  i n s o l u b i l i t y ,  w h i c h  n e c e s s i t a t e d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  
t h e  r e a c t i o n  i n  a n  o r g a n i c  m a t r i x  ( m e t h y l  . c e l l o s o l v e ) . The 
s y n t h e s i s  o f ^ a  d i s u l f o n a t e  a n a l o g  o f  t h i s  compound ( 2 , 2 ' - d i n -  
i t r o b i p h e n y l - ^ - ^ ' - d i s u l f o n i c  a c i d )  was  c a r r i e d  ou t.  t o  o v e r -
r
come t h i s  s h o r t c o m i n g .
The f i n a l  s t a g e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  d e a l t  w i t h  t h e  
o p t i m i z a t i o n  o f  a  k i n e t i c  m e t h o d o l o g y  f o r  c r e a t i n i n e .  The 
k i n e t i c  m e t h o d  a s  d e s c r i b e d  b y  A b b o t t  ( 1 6 0 )  f o r  u s e  on t h e i r  
ABA-100 b i c h r o m a t i c  a n a l y z e r  s u f f e r e d  f r o m  n o t  o n l y  p o o r  
s e n s i t i v i t y  b u t  a l s o  t h e  t e s t  r e s u l t s  o b t a i n e d  c o r r e l a t e d  
. p o o r l y  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  by m ean s  o f  a n  a u t o m a t e d  m e th o d  
( 2 ^ ) .  By o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  .of b o t h  
p i c r a t e  a n d - . h y d r o x i d e  i o n  i t  was h o p e d  t h e s e  s h o r t c o m i n g s  c o u l d  
be  c o r r e c t e d .  The u s e  o f  a  s i m p l e x  m e th o d  o f . o p t i m i z a t i o n  
( I 60 - I 6 3 ). was u s e d  t o  f a c i l i t a t e  t h i s  s t u d y .  A s i m p l e x  i s  " a  
g e o m e t r i c  f i g u r e  h a v i n g  a  nu m b er  o f  v e r t i c e s  e q u a l  t o  one  •
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m o re  t h a n  t h e  n u m b e r . o f  d i m e n s i o n s  o f  s p a c e  o c c u p i e d ” ( T S 4 ) ,
*  i  *
. i n  w h i c h  a  d i m e n s i o n  i s  d e f i n e d  a s  o n e  e x p e r i m e n t a l  v a r i a b l e .
v - • '
B e c a u s e  t h i s  s t u d y  c o n s i s t e d  o f  tw o  v a r i a b l e s ,  t h e  s i m p l e x
i s  r e p r e s e n t e d  a s  a  t r i a n g l e .  As t h e  s i m p l e x  ( i . e . , t r i a n g l e )  
i s  moved o r  f l o p p e d  o v e r  i t s e l f  b y  r e j e c t i n g  t h e  l e a s t  d e s i r ­
a b l e  r e s p o n s e  i n  e a c h  s i m p l e x  a n d  t h e n  . f l o p p i n g  t h e  s i m p l e x  
away  f r o m  t h a t  v e r t e x ,  i t  i s  f o r c e d  t o  move- t o w a r d  t h e  p o i n t  
o f  o p t im u m  r e s p o n s e .
\
\ V.
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CHAPTER I I  
EXPERIMENTAL
«
v A. A p p a r a t u s -  a n d  M a t e r i a l s
t
S e c t i o n  1 . -  The S y n t h e s i s  a n d  E v a l u a t i o n  o f  a  Number o f '  
Compounds a s  P o t e n t i a l  C o l o r  R e a g e n t s  f o r  
C r e a t i n i n e  Q u a n t i f i c a t i o n  **
V i s i b l e  .and - u l t r a v i o l e t  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a  
Beckman ACTA VI UV/VIS r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u i p p e d  
w i t h  a  Beckman A u t o m a t i c  S a m p l i n g  Sys tem '  u s i n g  l - 'cm  m a t c h e d  
q u a r t z  c u v e t t e s .  The c u v e t t e  h o l d e r  t e m p e r a t u r e  was r e g u ­
l a t e d  b y  m eans  o f  a  f l o w - t h r o u g h  h o l d e r  c o u p l e d  t o  a  C o l o r a  
U l t r a t h e r m o s t a t  m o d e l  K -3248  t h e r m o s t a t i c a l l y '  c o n t r o l l e d  
w a t e r  c i r c u l a t i n g  s y s t e m .  A.-Beckman. I R - 12 i n f r a r e d  s p e c t r o ­
p h o t o m e t e r  was  u s e d  t o  o b t a i n  I . R .  s p e c t r a l  d a t a - u s i n g  KBr 
p e l l e t s  ( 1 - 2  p e r c e n t  o f  t h e  r e s p e c t i v e  compound i n  s p e c t r a l  
g r a d e  K B r ) .  The n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s p e c t r a  (NMR) 
w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  J e o ' l c o  C60-HL NMR s p e c t r o p h o t o m e t e r  
a t  60 MHz t i s i n g  t e t r a m e t h y l s i l a n e  (TMS) a s  t h e  i n t e r n a l  
’ s t a n d a r d .  A V a r i a n  MAT CH-5 d o u p l e  f o c u s i n g ,  t r i p l e  s o u r c e  
m ass  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( F I / E I / F D )  e q u i p p e d  w i t h - a n  INCOS 
2000  d a t a  s y s t e m  was u s e d  t o  o b t a i n  t h e  m ass  s p e c t r a  o f  t h e  
v a r i o u s  s y n t h e s i z e d  c o m p o u n d s .  The e l e m e n t a l  a n a l y s i s  w e re  
p e r f o r m e d  b y ;  A .B .  G y g l i ,  329 S t .  G e o rg e  S t . ,  T o r o n t o  1 8 0 ,  
O n t a r i o .
*
M e l t i n g  p o i n t  d e t e r m i n a t i o n s  on t h e  s y n t h e t i c  a n d  
r e c r y s t a l l i z e d  “'compounds  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a  F i s h e r - J o h n s  
m e l t i n g  p o i n t  a p p a r a t u s .  Amicon C e n t r i f l o  Membrane Cones  
'  (CF-25A) . and  h o l d e r s  w e r e  u s e d  t o  a s s i s t  i n  t h e  r e m o v a l  o f
I
S '
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p r o t e i n  f r o m  t h e  s a m p l e s .  An I n t e r n a t i o n a l .  E q u i p m e n t  Company 
( IE C )  m o d e l  EDX c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  a  1 6 - t u b e  p i v o t i n g  
h e a d  was u s e d -  f o r  t h e  . c e n t r i f u g a t i o n  s t e p  f o r  a l l  t h e  i o n -  
e x c h a n g e  s e p a r a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  w h i l e  a  S o r v a l  RC2-B a u t o -  • 
m a t i c a l l y  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e  w i t h  a  t y p e  S S -3 4  6 0 °  h e a d  
( r a d i u s  = 4 . 2 5  i n )  w as  u s e d  f o r  a l l  t h e  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e - A m i c o n  c o n e  s e p a r a t i o n s .  A m o d i f i e d  
S u c h a r d a  a p p a r a t u s  ( s e e  i l l u s t r a t i o n  b e l o w )  was s p e c i a l l y
1 9 /3 9
v accum  .
5 m m  ID2 4 /4 0
PYREX
ID 1 4 m m
110 mm
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d e s i g n e d  f o r ' t h e  m o l t e n  s a l t  s u l p h o n a t i o n  s t e p s .
\ . \  . . . "
B i p h e n y l ,  o - n l t r o a n i l i d e ,  £ - n i t r o a n I l i d e ,  l - c h l o r o - 2 , 4 ,
6- t r i n i t r o b e n z e n e - l - s u l f o n i c  a c i d , 2 , 4 , 6- t r i n i t r o t o l u e n e  a n d
2 , 4 , 6- t r i n i t r o b e n z e n e - l - s u l f o n i c  a c i d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e
Eastman..  Kodak Company,  R o c h e s t e r ,  N . Y . 1 4 6 5 C K  ■ *
• V'V’ . • :
• T e t r a m e t h y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e  (TMAH), 2 - p h e n y l p h e n o l ,
4 - p h e n y l p h e n o l ,  2- n i t r o b i p h e n y l ,  2 , 2 ’ - d I n i t r o b i p h e n y l ,
.■ 4 - c h l o r o - 2 - n i t r o a n i l i n e  a n d  2 , 4 , 6- t r i n i t r o p h e n o l -  ( p i c r i c
a c i d )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  . t h e ‘A l d r i c h  C h e m i c a l  Company I n c . ,
M i l w a u k e e ,  W i s e . ,  5 3 2 0 1 .
C o p p e r  b r o n z e ,  p h e n y l  s u l f o n e  a n d  s o d iu m  t u n g s t a t e  w e r e  
p u r c h a s e d  f r o m  t h e  J . T . -  B a k e r  C h e m i c a l  Company, P h i l l i p s b u r g . , ‘ 
N . J . ,  0 8 9 5 7 .
A n i s o l e ,  b a r i u m  h y d r o x i d e ,  b u t y r i c  a c i d , "s o d i u m  m e t h y l a t e  * 
a n d  s o d iu m  p h o s p h a t e  ( d i b a s i c )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  F i s h e r  
S c i e n t i f i c  Company,  O r a n g e b u r g ,  N-.Y.,  1 0 9 6 2 .  .
Sodium  d o a e c y l  s u l f a t e  (S D S ) ,  Dowex 50.-W; 50  x  4 -  4 0 0 ,
^  50  x 8 -  200  a n d  - 4 0 0  i o n - e x c h a n g e  r e s i n s  ( h y d r o g e n  i o n  fo rm )  
w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  t h e  S igm a C h e m i c a l  Co-., S t .  L o u i s ,  M o . ,  63178
The f o l l o w i n g  c h r o m a t o g r a p h i c  s u p p l i e s  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  B r i t i s h  D ru g  H ouse  L t d . ,  L a b o r a t o r y  C h e m i c a l s  D i v i s i o n ,
.& T o r o n t o ,  O n t . ,  M8 Z 1K5: A m b e r l i t e  XAD-2; C e l l u l o s e  F ^
a n d  p r e c o a t e d  t h i n  l a y e r  p l a t e s  ( 0 . 1  mm t h i c k ,  2 . 5  x 25 
cm ) ;  a n d  s i l i c a  g e l  a n d  c e l l u l o s e  p r e p a r a t i v e  c h r o m o t o g r a p h y  
g r a d e .
S e c t i o n  2 .  An I m p r o v e d  K i n e t i c  D e t e r m i n a t i o n  f o r  
C r e a t i n i n e  U s i n g  t h e  A b b o t t  ABA-100
An A b b o t t  ABA-100 B i o c h r o m a t i c  A n a l y z e r  ( A b b o t t
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L a b o r a t o r i e s j  D a l l a s ,  T e x a s ,  7 5 2 4 7 )  w as  u s e d  f o r  a l l -
t h e  r e a c t i o n  r a t e  d e t e r m i n a t i o n s .
t
B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  (BSA) w as  p u r c h a s e d  from, t h e
S ig m a  C h e m i c a l  C o m p a n y , ’S t .  L o u i s ,  M o . ,  a n d  c r e a t i n i n e  f r o m
t h e  J . T . ~  B a k e r  C h e m i c a l  Company., P h i l l i p s b u r g ,  N . J .  The '
- * « 
s a t u r a t e d  a q u e o u s  p i c r i c  a c i d  s o l u t i o n  ( 1 1 . 7 5  g / L )  was  . •
o b t a i n e d  f r o m  H a r l e c o ,  P h i l a d e l p h i a ,  P a . ,  1 9 1 4 3 .  " A l l  r e m a i n ­
i n g  r e a g e n t s  w e r e  o f  r e a g e n t  g r a d e  a n d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  
_ th e  F i s h e r  S c i e n t i f i c  Company, O r a n g e b u r g ,  N.Y.
B .  M eth o d s  ' -
S e c t i o n  .1.  The S y n t h e s i s  a n d  E v a l u a t i o n  o f  a  Number o f  
Compounds .a s  P o t e n t i a l  C o l o r  R e a g e n t s  
f o r  C r e a t i n i n e  Q u a n t i f i c a t i o n .  . '
\  1 .  S y n t h e t i c  M e th o d s  ::''
a .-  S y n t h e s i s  o f  4 , 6 - d l n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o l  a n d  
^ d e r i v a t i v e s .
A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e th o d s  o.f B o r s c h e  ( 1 6 5 ) a n d
O c h i a i ’ ( 1 6 6 )  was u s e d  t o  s y n t h e s i z e  t h e  4 , 6 - a i n i t r o - 2 - p h e n y l -
“p h e n o l  ( 4 , 6 - D N P P ) .  To 50 m L 'o f  c h i l l e d  g l a c i a l  a c e t i c - a c i d
, 10 g  o f  2 - p h e n y l p h e n o l  w e r e  a d d e d .  F o l l o w i n g  d i s s o l u t i o n  o f
t h e  l a t t e r ,  t h e  s o l u t i o n  was a d d e d  d r o p w i s e  o v e r  a  p e r i o d  o f  
*
40 m in  t o  3.0 mL o f ' n i t r i c  a c i d  ( d e n s i t y  = 1 . 3 7 ) .  D u r i n g  
t h i s  a d d i t i o n ,  t h e  s o l u t i o n ,  "was . s t i r r e d  c o n s t a n t l y  a n d  t h e  
r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  was  m a i n t a i n e d  b e t w e e n  6 0 ' a n d  70°C .
- F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n ,  
t h e  r e a c t i o n  was s t i r r e d  f o r  an  a d d i t i o n a l  30 m in  a t  a  t e m ­
p e r a t u r e  o f  6 0 - 6 5 ° C .  The r e s u l t i n g  ye l lb 'w^  c r y s t a l s  w e r e
1 »
r e m o v e d  by  f i l t r a t i o n  a n d  w a s h e d - w i t h  c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r
vS-
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(4 ° C )  u n t i l  t h e  w a s h i n g s  w e r e  no  l o n g e r  a c i d i c .  The r e m a i n -  
i n g  c r y s t a l  m at  was  r e c r y s t a l l i z e d  t w i c e  f ro m ,  hot ' '  a q u e o u s
a c e t o n e .  The m e l t i n g  p o i n t  o f  t h e  r e s u l t i n g  y e l l o w  s a w -
o * *t o o t h e d  c r y s t a l s  was 205 C w h ic h  was  i n  a g r e e m e n t  w i t h  203 -
204°C C165) -r 20ilo C ( 1 6 6 ) ,  2 0 7 - 2 Q 8 ° e  ( 1 6 7 ) .  The  s t r u c t u r a l  * -
i d e n t i t y  o f  t h e  s y n t h e s i z e d ^ ,  p r o d u c t  (A,  6-DNPP') was  c o n f i r m e d  
by. i n f r a r e d , -  NMR, m a ss  s p e c t r a  a n d  e l e m e n t a l  a n a l y s i s  d a t a .
The  s o d iu m  s a l t  o f  A , 6 - d i n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o l  was p r e -  
p ' a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  H i l l  a n d  H a l e  ( .167 ) - ’ To- 
15P mL o f  a h o t  1 . 0  N s o l u t i o n  o f  NaOH (_70°C) 2.0.  g o f  ^ , 6 -  
DNPP w e r e  a d d e d  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g .  B r i l l i a n t  o r a n g e  
c r y s t a l s  s e t t l e d  o u t  o f  t h e  s o l u t i o n  u p o n  c o o l i n g .  T h e s e  
w e r e  r e c o v e r e d  by f i l t r a t i o n  a n d  p a r t i a l l y  d r i e d  i n  a n  o v en  
a t  1 0 0 - 1 0 5 ° C .  . They w e r e x t h e n  s t o r e d  i n  v-acuo o v e r  p h o s p h o r u s
p e n t o x i d e .  ■; .
\> »
The a c e t a t e  e s t e r  o f  4 , 6 - d i n i t . r o - 2 - p h e n y l p h e n o l  was 
p r e p a r e d  by d i s s o l v i n g  1 . 9  g  o f  4 ,6 -DNFP i n  20 mL o f  r e d i s ­
t i l l e d  a c e t i c  a n h y d r i d e ,  f o l l o w e d  by r e f l u x i n g  at-  140°C f o r
2 . 5  h .  The r e s i d u a l  a c e t i c  a n h y d r i d e  was r e m o v e d  a t  75°C
u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e .  "The r e s u l t i n g  r e s i d u e  was  r e c r y s t a l - .
* -«
l i z e d  i n  t h e  c o l d  f r o m  50?- v / v  a c e t o n e - m e t h a n o l . The r e s u l t -  
i n g  v e r y  p a l e - y e l l o w  t o  c o l o r l e s s  p l a t e - l i k e  - c r y s t a l s  h a d  a  
m e l t i n g  p o i n t  o f  l 3 6 ° C  0 -3 ^ ° C (_ l6 6 ) ) . I n f r a r e d  and  NMR s p e c t r a  
w e r e  u s e d  t o , - a . s s i s t  i n  t h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  




^  V . .
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-3*
b. Synthesis of 2-phenyl-6-n'itrophenol~4-sulfonic .
■ . , acid.
: A modification of the method of Weissberger and■Salminen 
(168) was used for the synthesis of 2-phenyl-6-nitrophenol- 
4-sulfonic acid (PNPS).
To. 2.0 mL o f  c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  17 g ' o f  2 - p h e n y l -  
p h e n o l  .were s l o w l y  a d d e d  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g ,  w h i l e  t h e  - 
■ t e m p e r a t u r e  was m a i n t a i n e d  below- 5 0 ° C .  The r e s u l t i n g  d a r k -  
b ro w n  s y r u p  was  h e a t e d  t o  60°C a n d  m a i n t a i n e d  a t  t h i s  t e m p e r ­
a t u r e  f o r  20 m i n .  To t h i s  m i x t u r e  25 mL o f  c o l d  d i s t i l l e d  
w a t e r  (4 C) w e r e  a d d e d  s l o w l y  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g .  . When 
t h e  s o l u t i o n  h a d  c o o l e d  t o  3 5 °C ,  n i t r a t i o n  was  p e r f o r m e d  by 
a d d i n g  8 . 5  g . , o f  s o d i u m - n i t r a t e  d i s s o l v e d  i n  25 mL o f  d i s t i l l e d
w a t e r .  The r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  was m a i n t a i n e d  a t  3 0 - 3 5 ° C ,
(
f o r  2 . 5  h-. The r e s u l t i n g  y e l l o w - c o l o r e d  s l u r r y  was f i l t e r e d  
* ‘ - 
a n d  t h e  r e s i d u e . “was w a s h e d  t w i c e  w i t h  6-mL p o r t i o n s  o f  c o l d
w a t e r  ' (J J°C). '  T h i s  was f o l l o w e d  w i t h  two  w a s h i n g s  o f  10 mL
e a c h  o f  50?- v / v  e t h a n o l - d i e t h y l  e t h e r .  The r e s u l t i n g  c r y s t a l -
,  *
l i n e  m a ss  was a i r  d r i e d  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  i n
a  S o x h l e t  e x t r a c t o r  f o r  20- h .  The r e m a i n i n g  c r y s t a l l i n e  
m a t e r i a l  w a s ' r e c r y s t a l l i z e d  t w i c e  f r o m  20 mL o f  h o t  w a t e r .  The
- s .  -•
r e s u l t i n g  y e l l o w - c o l o r e d  n e e d l e s  h a d  a  M .P .  o f  g r e a t e r  t h a n  
2 1 0 ° C .  I n f r a r e d  a n d  NMR s p e c t r a l  d a t a  w e r e  u s e d  t o  a s s i s t  i n  ■ — 
t h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h i s  p r o d u c t .
c .  S y n t h e s i s  o f  2 , 6 - d i n i t r o - 4 - p h e n y l p h e n o l  a n d  
d e r i v a t i v e s .
A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e th o d  o f  B an u s  a n d  Q i u t e r a s  
( 1 6 9 , 1 7 0 ) -was u s e d  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  2 , 6- d i n i t r o - M - p h e n y l -
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■ , phenol (2,6-DNPP). T o  35 mL of chilled’glacial acetic acid
10 g of 4-phenylphenol .were added with constant stirring.
Upon d i s s o l u t i o n  o f  t h e  l a t t e r ,  t h e  s o l u t i o n  was  a d d e d  d r o p -
w i s e  o v e r  a  p e r i o d  Of 30 m in  t o  35 mL o f  n i t r i c  a c i d  ( d  =
t *
1 . 5 0 ) ,  w h i l e  t h e  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  was m a i n t a i n e d  a t  2 5 -  
3 5 °C .  The r e a c t i o n  m i x t u r e  was t h e n  s t i r r e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  
4 5 'm in  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  3 0 - 3 5 ° C .  The r e s u l t i n g  s l u r r y
* V
was f i l t e r e d  a n d  t h e  r e s i d u a l  y e l l o w  c r y s t a l s  w e r e  w a s h e d  
w i t h  c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r  (4 ° C )  u n t i l  t h e  w a s h i n g s  w e r e  no 
l o n g e r . a c i d i c .  The r e s u l t i n g  c r y s t a l s  w e r e  c r y s t a l l i z e d  
t w i c e  f r o m  h o t  a q u e o u s  a c e t o n e .  The r e s u l t i n g  y e l l o w  c r y s -  
t a l s  h a d  a  m e l t i n g  p o i n t  o f  1 5 5 ° C . ( 1 5 5 ° C  (1'7Q)') - I n f r a r e d ,  NMR 
m ass  s p e c t r a l  . a n d ’ e l e m e n t a l  a n a l y s i s  d a t a  a s s i s t e d  i n  t h e  s t r u c  
t u r a l  v e r i f i c a t i o n  o f  t h e  s y n t h e s i z e d  p r o d u c t .
•The s o d i u m  s a l t  o f * 2 ,6 - d i n i t r o - 4 - p h e n y l p h e n o l  was p r e ­
p a r e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  2 . 0  g  o f  2,6-DNPP. t o  -a h o t , s o l u t i o n  
o f  1 . 0  N NaOH. The r e s u l t i n g  d a r k - o r a n g e ,  c o l o r e d  c r y s t a l s  
w e re  r e c o v e r e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  w e r e  p a r t i a l l y  d r i e d  i n  an  
o v e n  a t  1 0 0 - 1 0 5 ° C .  -They w e r e  t h e n  s t o r e d  I n  v a c u o  o v e r  
' '  p h o s p h o r u s  p e n t o x i d e .
d .  S y n t h e s i s  o f  2 , 2 ’— d i n i t r o b i p h e n y l - 4 , 4 ’- d i s u l f o n i c  
a c i d .
2 , 2 ’- D i n i t r o b i p h e n y l - 4 , 4 ’ - d i s u l f o n i c  a c i d '  (DNBS) was 
s u c c e s s f u l l y  s y n t h e s i z e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e th o d  
p r o p o s e d  by  F e ld m a n  ( 1 7 1 ) .  To 130  g  o f  s u l f u r i c  a c i d  ( 9 6 ? 
w/w) 20 g  o f  w a t e r  w e r e  added..  To t h i s  s o l u t i o n  1 5 . 4  g. o f  
b i p h e n y l  w e r e  a d d e d  g r a d u a l l y  w i t h  - c o n s t a n t  s t i r r i n g .  T h i s
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mixture was then heated for 10 h at 14'0-150°C. Under such 
reaction conditions the biphenyl is quantitatively disulfon- . 
ated (172). Upon cooling the mixture a violet-colored sus­
pension was obtained. To this suspension a t^tal of* 18.0 g 
of 70? (w/w) nitric acid were added dropwise with constant 
stirring over a period of 4 h. As the reaction was very 
sensitive to elevated temperatures, the reaction temperature 
was maintained below 2D°C during this time period. Upon 
completion of the nitration process, the mixture was allowed; 
to come to room temperature and to remain so for an additional 
18 h. Because of the extreme water solubility of sulfonic 
acid derivatives it was necessary to isolate the synthesised 
DNBS as its sodium salt which is not as water soluble.
The resulting cream-colored syrup was cautiously poured onto 
1 5 0 g of ice to which 17 g of sodium bicarbonate were added 
slowly with constant stirring. This mixture was then refrig­
erated to facilitate the precipitation of the sodium salt.
The precipitated cream-colored crystals were collected by 
filtration- and washed twice with small portions, of cold dis-, 
tilled water (4°C). The crystalline mat' that was obtained 
was then dissolved in hot distilled water, after which the 
solution was allowed to cool. The resulting crystals were 
isolated by filtration and were again recrystallized 
from hot water. The air dried crystals were washed twice 
with 6-mL portions of col'd acetone. The resulting pale- 
yellow (.colorless on drying) crystals were dried in vacuo 
over phosphorus pentoxide. Thin-layer chromatography on
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c e l l u l o s e  ( 4 : 1  a c e t o n i t r i l e : w a t e r )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s y n t h e t i c  
p r o d u c t  was c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  p u r e .  -The c o l o r l e s s  
c r y s t a l s  d e c o m p o s e d  on  h e a t i n g  a b o v e  2 4 o ° C .  I n f r a r e d  a n d  _  
NMR s p e c t r a  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  e l e m e n t a l  a n a l y s i s  a s s i s t e d  
i n  t h e  v e r i f i c a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l  i d e n t i t y  o f  t h e  s y n -  
t ' h e t i c  p r o d u c t s
S e v e r a l -  o t h e r  a p p r o a c h e s  w e r e  e x a m i n e d  a s  p o t e n t i a l  
m e t h o d s  f o r _t h e  s y n t h e s i s  o f  DNBS. The f o l l o w i n g  m o l t e n  
s a l t  s u l f o n a t i o n  p r o c e d u r e  ( 1 7 3 )  was u s e d  t o  s y n t h e s i z e  
b i p h e ’n y l - 4 ; 4 T- d i s u l f o n i c  a c i d :  To 1 5 . 4  g  o f  m o l t e n  b i p h e n y l
49 g  o f  f u m i n g  s u l f u r i c  a c i d  w e r e  a d d e d  ' s l o w l y  w i t h  s t i r r i n g  
a f t e r  w h i c h  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was  h e a t e d  f o r  6 . 5  h  a t  
1 5 0 ° C .  A s m a l l  p o r t i o n  o f  t h i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( a p p r o x i ­
m a t e l y  0 . 0 0 2  N o f  t h e  d i s u l f o n i c  a c i d )  was t h e n  a p p l i e d  t o  a  
co lu m n  c o n t a i n i n g  A m b e r l i t e  XAD-2 r e s i n . '  The d i s u l f o n i c  a c i d  
was  t h e n  e l u t e d  f r o m  t h e  co lu m n  u s i n g  a  2.5% ( w /v )  s o d iu m  
c h l o r i d e  s o l u t i o n  a s  e l u e n t .  The p r e s e n c e  o f  t h e  d i s u l f o n i c .
a c i d  I n  t h e  e l u a t e -  was <’V e r i f i e d  by  t h e  s t r o n g  a b s o r b a n c e  I t  ' .
- ' /  •
e x h i b i t e d  a t  2 6 l  nm (1 7 4 ) ' .  The m o n o - s u l f o n i c  a c i d  d e r i v a t i v e s  
o f  b i p h e n y l , b e c a u s e  o f  t h e i r  g r e a t e r  h y d r o p h o b i c  n a t u r e , . a r e  
' s t r o n g l y  a b s o r b e d  b y  t h e  a m b e r l i t e  r e s i n  a n d  may o n l y  be  
e l u t e d  w i t h  m e t h a n o l  ( 1 7 4 ) .  The r e m a i n d e r  o f  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  was t h e n . n i t r a t e d  by m ean s  o f  t h e  m e t h o d  p r o p o s e d  by  
F e l d m a n  ( 1 7 1 )  a n d  t h e  n i t r a t e d  d i s u l f o n i c -  a c i d  (DNBS) ^ras  
i s o l a t e d  a s  I t s  s o d i u m  s a l t  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .
A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e th o d  o f  S k r o w a e z e w s k a  ( 1 7 5 )  
f o r  s u l f o n a t i n g  a r o m a t i c  a m i n e s  i n  m o l t e n  p h e n y l  s u l f o n e
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was e m p l o y e d  I n  t h e  s y n t h e s i s  o f  2 - n i t r a a n I l I n e - 4 - s u l f o n i c
> ' T*i' «
a c i d .  To 5 . 0  g  o f  2 - n i t r o a n i l i n e  3 - 6  g ’o f  c o n c e n t r a t e d  
s u l f u r i c  a c i d  w e r e  a d d e d .  T h i s  m i x t u r e  was  t h e n  a d d e d  t o
. •' Vi
7 . 5  g  o f  m o l t e n  p h e n y l  s u l f o n e  a n d  t h e  r e a c t i o n  . t e m p e r a t u r e  
was m a i n t a i n e d  a t , 1 5 3 ° C  f o r  10  h  by- m eans  o f  a n  a z e o t r o p i c
m i x t u r e  o f  b u t y r i c  a c i d :  a n i s o l e  (12  a n d  88?  by  w e i g h t ,
>• <
r e s p e c t i v e l y ) .  R e f e r  t o  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  f o r  a n ' i l l u s ­
t r a t i o n  o f  t h e  m o d i f i e d  S u k a r d a  a p p a r a t u s '  u s e d .  The e n d  
p r o d u c t  was  r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  h o t  a c e t o n e  o r  i s o l a t e d  a s  - 
i t s  p o t a s s i u m  s a l t ,  f r o m  h o t  1 . 0  N KOH. To 6 g  o f  t h e  r e s u l t ­
i n g  p o t a s s i u m  s a l t  o f  2 - n I t r o a n I l I n e - 4 - s u l f o n i c  a c i d  10 g  o f  
a c e t i c  a c i d  a n d  10 mL o f  w a t e r  w e r e  a d d e d .  A m o d i f i e d
U l lm a n  r e a c t i o n  ( 1 7 6 )  was t h e ^  p e r f o r m e d  by  a d d i n g  d r o p w i s e
■ «
15 ml* o f  a  20?. ( w /v )  s o d i u m  n i t r i t e '  s o l u t i o n  t o  t h e  a b o v e  
m i x t u r e .  The r e a c t i o n  m i x t u r e  was m a i n t a i n e d  a t  a  t e m p e r ­
a t u r e  o f  0 -5 ° C  by  m eans  o f  a n  i c e - s a l t  b a t h  d u r i n g  t h i s  a d d i ­
t i o n .  ..To t h i s  4 g  o f  ^cuprous .  c h l o r i d e  i n  20 mL. o f  c o n c e n ­
t r a t e d ,  h y d r o c h l o r i c  a c i d  w e r e  a d d e d  d r o p w i s e  o v e r  a  p e r i o d  o f  
30 m i n ,  while-.j&he r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  was' m a i n t a i n e d  b e lo w  
5°C .  The m i x t u r e  w a s ‘' t h e n  a l l o w e d  t o  come t o  room t e m p e r a ­
t u r e  a n d  t h e  r e s i d u a l  c o p p e r  i o n  was r e m o v e d  a s  c o p p e r  s u l f i d e  
F o l l o w i n g  f i l t r a t i o n  t h e  r e m a i n i n g  s o l u t i o n  was d i l u t e d  t o  
200 mL- w i t h ,  d i s ' t i  l i e d  w a t e r  a n d  t h e n  p a r t i a l l y  n e u t r a l i z e d - , . . -  
by t h e  a d d i t i o n  o f  10 .g o f  s o d i u m  c a r b o n a t e .  The r e s u l t i n g  
s o d i u m  f f a l t  o f  2 , 2 ' - d i n i t r o b i p h e n y 1 - 4 , ^ ’ - d i s u l f o n i c  a c i d  was 
i s o l a t e d  b y  m eans  o f  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  p a l e - y e l l o w  
c o l o r e d  c r y s t a l s  w e r e  r e  c r y s t a l l i z e d ' ' ' ^  d e s c r i b e d  a b o v e .
^  - *2 .
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L a r g e l y  b e c a u s e ^ o f  t h e  n u m e r o u s  s y n t h e t i c  s t e p s  I n v o l v e d  I n  
t h i s  r e a c t i o n ' s c h e m e  t h e  e n d  p r o d u c t  w a s  n e i t h e r  a s  p l e n t i f u l  
n o r  a s  p u r e  ( i . . e . ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  
u s i n g  a c e t o n i t r i l e : w a t e r  ( 4 : 1 ) )  a s  t h e  i n i t i a l  s y n t h e t i c  
m e t h o d  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
V a r i o u s  a t t e m p t s  t o  s u l f o n a t e  2 , 2 * - d i n i t r o h i p h e n y l  u s i n g  
' e i t h e r  f u m i n g  s u l f u r i c  a c i d  o r  c h l o r o s u l f o n i c  a c i d  u n d e r  
v a r i o u s  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  u n s u c c e s s f u l  due  t o  c h a r ­
r i n g  o f  t h e  r e a c t a n t s  a n d / o r  p r o d u c t s .  '
e .  S y n t h e s i s  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o y l  c h l o r i d e  a n d  
m e t h y l  2', 4 , 6 - t r i n i t r o h e n z o a t e .
The s y n t h e s i s  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o y l  c h l o r i d e  (TNBC1) 
was b a s e d  on  t h e  m e th o d  o f  A d i c k e s  ( 1 7 7 ) .  To 5 . 0  g  o f  
r e c r y s t a l l i z e d  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  a c i d  2 5 . 0  mL o f  r e d i s t i l l e d  
t h i o n y l  c h l o r i d e  w e r e  a d d e d  arid t h e  m i x t u r e  was  r e f l u x e d  f o r  
24 h .  A l i g h t ' - b r o w n  c o l o r e d  s o l u t i o n  r e s u l t e d  w h i c h  o n  c o o l ­
i n g  g a v e  p a l e ' - y e l l o w  c o l o r e d  n e e d l e - l i k e  c r y s t a l s .  T h e s e  w e re  
r e c o v e r e d  by  f i l t r a t i o n  a n d  c r y s t a l l i z e d  f r o m  h o t  c h l o r o f o r m .
The r e s u l t i n g  p a l e - y e l l o w  c r y s t a l s  h a d  a  m e l t i n g  p o i n t  o f  1 5 9 -  
1 6 0 ° C ~ ( 1 5 6 - 1 5 7 ° C . ( 1 7 7 ) ,  1 5 8 - 1 5 9 ° C  ( 1 7 8 , 1 7 9 ) .  C e l l u l o s e  t h i n -  
l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( d i e t h y l  e t h e r : p e t r o l e u m  e t h e r  (3 Q -6 0 ° C )  
( 1 : 1 )  o r  e t h y l  a c e t a t e )  i n d i c a t e d ’t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  t o  be 
d i s t i n c t  f r o m  t h e  r e a c t a n t s  a n d  r e l a t i v e l y  p u r e .  The s t r u c ­
t u r a l  i d e n t i t y  o f  t h e  s y n t h e s i z e d  TNKC1- was  v e r i f i e d  by  NMR, 
i n f r a r e d  a n d  m a s s  s p e c t r a l  d a t a .  s
The m e t h y l  e s t e r  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o l c  a c i d  ( m e t h y l
<
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2 , 4 , 6 - ^ t r i n l t r o b e n z o a t ' e ) . was  p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h y l a t i o n
o f  TNBC1. To 5 . 0  g  o f  TNBC1- d i s s o l v e d  i n  20. mL o f  a  5? ( v / v )
< » * - « ■  . '
p r y r i d i n e - c h l o r o f o r m  m i x t u r e , -20 mL o f  m e t h a n o l  w e r e  a d d e d .
Y e l l o w - c o l o r e d  c r y s t a l s C p r e c i p i t a t e d  o u t  w h i c h  when c r y s t a l -
\  *
l i z e d  t w i c e  f r o m . h o t  d i e t h y l  e t h e r  h a d  a  m e l t i n g  p o i n t  o f  
• ■ 158°C ( 1 7 9 )  (15'8°C ( . 1 7 9 ) ) .  The  s t r u c t u r a l  i d e n t i t y  o f  t M s  
p r o d u c t ^ f a s ” v e r i f i e d  by i n f r a r e d  a n d  NMR s p e c t r a  a s - w e l l  a s  
e l e m e n t a l  a n a l y s i s .  ’
f .  S y n t h e s i s  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n y l
■ c h l o r i d e  a n d  m e t h y l .  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e - l -  
s . u l f o n a t e .
To 6 . 0  g  o f  . 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n i c  a c id ^ J^ u Q ^ m L ^ '  
o f  t h i o n y l  c h l o r i d e  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  was  g e n t l y  
r e f l u x t e d  f o r  24 h .  The r e s i d u a l  t h i o n y l  c h l o r i d e  was r e m o v e d  
by vacuum d i s t i l l a t i o n .  . To t h e  r e s i d u e  25 mL o f  a  10?  ( v / v )  
p y r i d i n e - m e t h a n o l  m i x t u r e . w e r e  a d d e d  a n d  t h e . m i x t u r e  was 
a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  room  t e m p e r a t u r e  ( 2 2 - 2 4 ° C )  f o r  2 h .  The 
r e s u l t i n g  r e s i d p e  o f  -m e th y l  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e - 1 - s u l f o n a t e  
was r e m o v e d  by f i l t r a t i o n  a n d  was c r y s t a l l i z e d  t w i c e  f r o m  a  
h o t  e t h y l  a c e . t a t e - m e t ' h a n o l  m i x t u r e  ( 2 : 1 ) .  T h e ' r e s u l t i n g  
p a l e - y e l l o w  c o l o r e d  c r y s t a l s  h a d  a  m e l t i n g  p o i n t  g r e a t e r  t h a n  
200°C -  The' s t r u c t u r a l  i d e n t i f i c a t i o n  was v e r i f i e d  by  i n f r a ­
r e d  a n d  NMR s p e c t r a  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  e l e m e n t a l  a n a l y s i s  
d a t a .  '
g .  S y n t h e s i s  o f  l - m e t h o x y - 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o h . e n z e n e  
The m e th o d  o f  Chapman e t  a l .  ( 1 8 0 )  was u s e d  f o r  t h e
s y n t h e s i s  o f  1- m e t h o x y - 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  ( . 2 , 4 , 6 -
./ • 
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t r i n i t r o a n i s o l e ) . To 20 mL' o f  m e t h a n o l  1 . 0  g 1- s o d i u m  was
s l o w l y  a d d e d .  To t h e  r e s u l t i n g  c o l o r l e s s ; - s o l u t i o n  30 mL o f  .
m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  2 .5 .  g  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o - l - ' c h l o r o b e T ? z e n e  
* «•
w e r e  a d d e d  d r o p w i s e  w i t h  s t i r r i n g .  - T h i s  - s o l u t i o n  was t h e n  
m a i n t a i n e d  a t  23°C f o r  1  h .  To  t h i s  50 m l  o f  1 . 0  N HC1 was 
t h e n  a d d e d  t o  p r o d u c e  a  y e l l o w - c o l o r e d  p r e c i p i t a t e .  A p p r o x -  
i m a t e l y  25 mL o f  t h e  r e s i d u a l  m e t h a n o l  w e r e  r e m o v e d  by vacuum  
d i s t i l l a t i o n  .and t h e  r e m a i n i n g  s o l u t i o n  was* r e f r i g e r a t e d  f o r
24 h t o  a s s i s t  i n  c r y s t a l l i z a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t .  The r e s u l t -
\
i n g  c r y s t a l l i n e  p r e c i p i t a t e  was r e m o v e d  by1 f i l t r a t i o n  a n d  ■ 
t h e n  d i s s o l v e d  i n  d i e t h y l ,  e t h e r . '  C r y s t a l l i s a t i o n  was  i n d u c e d _ 
by t h e  a d d i t i o n  o f  p e t r o l e u m  e t h e r  C 35-6 '0 °C ) .  T h i s  p r o c e s s  
o f  c r y s t a l l i z a t i o n  w a s - p e r f o r m e d  t w i c e  a n d  t h e  r e s u l t i n g  
p a l e - y e l l o w  c o l o r e d  c r y s t a l  p l a t e s ^ h a d  a. m e l t i n g  p o i n t  o f  
6 7 °C (6 5 ° C  ( 1 8 0 ) ) ' .  The  ^ s t r u c t u r a l  i d e n t i t y ’o f  t h i s  p r o d u c t  
was v e r i f i e d  b-y i n f r a r e d  NMR a n d  m a ss  s p e c t r a l  d a t a .
A'  ̂ ' y
til
2.- E x p e r i m e n t a l  M e th o d s
a .  . P r e p a r a t i o n  o f  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d  s'.- 
A c r e a t i n i n e  s t o c k  s t a n d a r d  ( 1 . 0  g / L )  w a s ^ p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  by  MacFate- e t  a l .  ( 1 8 1 ) .  I n  a  o n e - l i t e r  v o l u m e t r i c  
f l a s k  1 . 0 0 0 0  g  o f  d r i e d  c r e a t i n i n e  (1 0 5 °C  f o r  2 . 0  h )  was
d i s s o l v e d  i n  0 . 1  N HC1. C r e a t i n i n e  w o r k i n g  s t a n d a r d s ^ w e r e  
p r e p a r e d  by  d i l u t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a l i q u o t  o f  t h e  above? 
s t o c k  w i t h  0 . 1  N HC1. _
b . .  S t u d i e s  w i t h  t h e  d i n i t r o - p h e n y l p h e n o l s .
. f T /  - _ A 0 . 0 4  N a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  d i n i t r o -
p h e n y l p h e n o l s  was  p r e p a r e d :  4 , 6 - d i n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o l ;
)  .  ■ ' ■ ■
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4 , 6 - d i n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o l  a c e t a t e ;  2 - p h e n y l - 2 - n i t r o p h e n o l - 4 -  ■ 
s u l f o n i c  a c i d ;  a n d  2 , S - ' d i n i t r o - ^ - p h e n y l p h e n o l .  * To 1 . 5  m L o f  
• ̂  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  2 . 0  mL o f  c r e a t i n i n e / d L ,  0 . 5  mL o f • one
.-?? o f  t h e  r e s p e c t i v e  p h e n y l p h e n o l  s o l u t i o n s  was a d d e d ,  f o l l o w e d
by 0 . 5  mL o f  0 . 7 5  N NaOH. The r e s p e c t i v e  s a m p l e s  w e r e  t h e n
a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  25 m in  a t  room t e m p e r a t u r e  ( 2 3 , 7 0 , 8 5 )
* •
a f t e r  w h i c h  e a c h  t e s t  s o l u t i o n . w a s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y
„ ' s c a n n e d  f r o m  700 nm t o  *400 nm b l a n k e d  a g a i n s t  i t s  r e s p e c t i v e
r e a g e n t  b l a n k .
To d e t e r m i n e  i f  t h e  r e s u l t a n t  c o l o r e d  p r o d u c t  f o r m e d
was d e p e n d e n t  bn t h e  n a t u r e  o f  t h e  b a s e - u s e d ,  v a r i o u s  s t r o n g
o r g a n i c  b a s e s  (§ _ •£ . ,  t e t r a e t h y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e ,  t e t r a -
m e th y lam m o n iu m  h y d r o x i d e )  w e r e  s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  0 . 7 5  N
NaOH i n  t h e  a b o v e  r e a c t i o n .  The c o l o r  p r o d u c e d  b e t w e e n  t h e
%
r e s p e c t i v e ‘ c o l o r  r e a g e n t  a n d  c r e a t i n i n e  u n d e r  t h e s e . a l k a l i n e  
c o n d i t i o n s  was  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  .To d e t e r m i n e  
i f  t h e v. . o b s e r v e d  c o l o r  c h a n g e  o r  a  p o r t i o n  o f  i t  was due  t o  a  
c h a n g e  i n  pH r a t h e r  t h a n  t h e  c r e a t i n i n e  c o n t e n t  o f  t h e  
s a m p l e ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  
( r e f e r e n c e d  t o  d i s t i l l e d ' w a t e r ) was  m o n i t o r e d  a s  t h e  pH o f  
t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was i n c r e a s e d  f r o m  ^ 5  t o  12.-5 by  t h e  
- a d d i t i o n  o f ~ b a s f e ^ w h i l e  m a i n t a i n i n g  t h e  r e a c t i o n  v o lu m e  a t _
• 2 . 5  mL. .
c .  S t u d i e s  w i t h  2 , 2 1- d i n i t r o b i p h e n y l - 1! ,4  ’ - a i s u l f o n i c  a c i d  
An a q u e o u s  s o l u t i o n  ’(0 . .02  N) o f  DNBS was p r e p a r e d  by 
d i s s o l v i n g  0 . 8 0  g  o f  t h e  d r i e d  s y n t h e t i c  p r o d u c t  i n  100  mL
o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h i s  s o l u t i o n  was  t h e n  s p e c t r o p h o t o m e t -
?




r i c a l l y  s c a n n e d  f r o m  700—400 nm r e f e r e n c e d  t o  d i s t i l l e d
w a t e r . "  To 5 - 0  mL- o f  - t h i s  s o l u t i o n  i . O  mL o f  a  10  rag/dL
c r e a t i n i n e  s t a n d a r d  was a d d e d .  To b r i n g  t h e  r e a c t i o n  pH t o
1 1 . 4 ,  0 . 1  mL o f  0 . 7 5  N NaOH was a d d e d .  The r e s u l t i n g  c o l o r
p r o d u c e d  was m e a s u r e d  by s c a n n i n g  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  f r o m  
r
7 0 0 - 4 0 0  nm r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k .  B e c a u s e  o f  t h e  
c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  o b t a i n e d  u n d e r  t h e s e  . 
r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  DNBS a d d e d  t o  t h e  
r e a c t i o n  m i x t u r e  was d e c r e a s e d .  The e f f e c t  o f  v a r i o u s  s o l ­
v e n t  s y s t e m s  upo n  t h e  r e a c t i o n  was e x a m i n e d  by  d i s s o l v i n g  
DNBS ( 0 . 0 2 5  N) i n  t h e  f o l l o w i n g :  a . c e t o n e - w a t e r  ( 9 : 1 ) ;
e t h a n o l - w a t e r  ( 4 : 1 ) ;  d i o x a n e - w a t e r  ( 3 : 2 ) ;  a n d  DMSO-water
x
( 9 : 1 ) .  The a b o v e  r e a c t i o n  was r e p e a t e d  w i t h  t h e s e ,  s o l u t i o n s  
a n d  t h e  c o l o r  p r o d u c e d  was m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .
d .  S t u d i e s  w i t h  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  a c i d .
The 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n s o i c  a c i d  (TNBA) was r e c r y s t a l l i z e d  
f r o m  e i t h e r  h o t  a q u e o u s  e t h a n o l  (50% .v / v )  o r  a  10% ( v / v )
V
■ a c e t o n e - b e n z e n e  m i x t u r e .  The r e s u l t i n g  v e r y  p a l e - y e l l o w
c o l o r e d  c r y s t a l s  w e r e  d r i e d -  a n d  s t o r e d  i n  v a c u o  o v e r  p h o s ­
p h o r u s  p e n t o x i d e .  A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a l k a l i n e  m e th o d  o f  
c r y s t a l l i z a t i o n  p r o p o s e d  by  J a n s e n  e t  a l .  ( 1 8 2 )  was a l s o  
u s e d ,  i n  w h i c h  20 g  o f  TNBA w e r e  d i s s o l v e d  i n  250 mL o f  2.5%  
(w /v )  NaOH w i t h  h e a t i n g .  To t h i s  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  was 
a d d e d  a n d  was s u b s e q u e n t l y  r e m o v e d  by m ean s  o f  - f i l t r a t i o n .
To t h e  f i l t r a t e  2 . 5  N HC1 was a d d e d  u n t i l  t h e  s o l u t i o n  was 
a c i d i c  ( e . £ . ,  pH = 3 - 0 ) .  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  was 
w a s h e d  s e v e r a l  t i m ^ \ w i t h  c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r ,  o v e n  d r i e d
  ■      1 -
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(10.5°C) a n d  r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  50?  ( v / y )  e t h a n o l .  R e .c r y s t& l  
l i z a t i o n  was r e p e a t e d  I n  b o t h  s i t u a t i o n s  u n t i l  a  - c h r o m a t o -  
g r a p h i c a l l y  p u r e  p r o d u c t  was o b t a i n e d  a s  i n d i c a t e d  b y  c e l l u -  
l o s e  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( a c e t o n e - b e n z e n e  ( 1 : 9 ) )  w i t h  
a  m e l t i n g  p o i n t  o f  22-8°C ( 1 8 3 ) .
■ The i n i t i a l - c o n c e n t r a t i o n  o f  TNBA e x a m i n e d  was 460 mg 
d i s s o l v e d  i n  100  mL o f  d i s t i l l e ’d d e i o n i z e d  w a t e r .  To 1 . 0
V f '  *
mL o f  a  10 m g /d L  c r e a t i n i n e  . ' S t a n d a r d ,  5*0 mL o f  w a t e r  0 . 2 5  
mL o f  0 . 3 5  N NaOH a n d  0 . 1 5  mL o f  TNBA w e r e  a d d e d .  The 
r e s u l t i n g  r e a c t i o n  m i x t u r e  was r e p e a t e d l y  s c a n n e d  f r o m  70 0 -  
350  nm a t -  i n t e r v a l s  o f  5 t o  10  m in  f o r  a  p e r i o d  o f  160  m in .  
f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  TNBA'. Th^s- p ^ c e d u r e  ■ was 
\ r e p e a t e d  f o r  t h e  same TNBA c o n c e n t r a t i o n  d i s s o l v e d . "  i n  DMS0-
w a t e r  (50? .  v / v )  a n d  e t h a n o l : w a t e r  ( 5 0 ?  v / v )  t o  d e t e r m i n e  •
ts
i f  a  s o l v e n t  e f f e c t ' w a s  p r e s e n t .  The e t h a n o l - . w a t e r  s o l v e n t  
s y s t e m  f o r  TNBA was a l s o  e x a m i n e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  r e a c -  - 
t i o n  m i x t u r e :  5 . 0  mL o f  w a t e r ;  0 . 5 ,m l  o f  s a m p l e  0 . 1 5  mL o f
0 . 3 5  N NaOH; a n d  0 . 3 0  mL -of TNBA. The r e a c t i o n  was a l l o w e d  ‘ 
t o  o c c u r  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  30 m in .
A 0 . 1  N t e t r a m e t h y l a m H i o n i u m '  h y d r o x i d e  (TMAH) s o l u t i o n  
was p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g - 4 . 6  mL o f  a  20?  ( w / v )  s o l u t i o n " o f  
TMAH t o  100 mL w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  U s i n g . t h e '  f o l l o w i n g  
r e a c t i o n  m i x t u r e  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d  was s c a n n e d  f r o m  7 0 0 -  
350  nm i n  5 - m i n  i n t e r v a l s  f o r  60 m in  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  
t h e  TNBA: 4 . 0  mL w a t e r ;  0 . 4  mL o f  a  10 m g/dL c r e a t i h i n e
s t a n d a r d ;  0 . 2  mL o f  0 . 1  N TMAH; a n d  0 . 4  mL o f  TNBA. T h i s  
was t h e n  r e p e a t e d  s u b s t i t u t i n g  0 . 0 5  mL, 0 . 1  mL o r  0 . 3  mL o f
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0 . 1  N TMAH f o r  t h e  0 . 2  .mL v o lu m e  i n i t i a l l y  a d d e d .  The a b o v e
was R e p e a t e d  v a r y i n g  o n l y  t h e  v o lu m e  -of TNBA a d d e d  ( 0 . 1 , 0 . 2 ,
0y5 ‘a n d  0 . 5  mL, r e s p e c t i v e l y )  w h i l e  t h e  o t h e r  r e a g e n t  v o l ­
umes r e m a i n e d  c o n s t a n t .  §.'V.-
T a b l e  Y l i s t s  t h e  v a r i b u s  r e a g e n t  c o m b i n a t i o n s '  e x a m i n e d  % 
u s i n g  TNBA a s  t h e  c o l o r  r e a g e n t .  The r e s u l t s  f r o m  t h i s  
s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  r e a g e n t  c o m b i n a t i o n  w h i c h  g a v e  t h e  - 
m o s t  o p t i m a l  r e a c t i o n  r e s p o n s e  c o n s i s t e d  o f  0 . 3  mL o f  TNBA,
0 . 5  mL -of NaOH, 0 . 2  mL o f  s a m p l e  a n d  2 . 0 0  mL of.  w a t e r  h e a t e d
f o r  30 m in  a t  4 0 °C .
A l t h o u g h  t h i s  r e a g e n t  co m p le m en t  g a v e  a  l i n e a r  r e s p o n s e  
w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  i t  p o s s e s s e d  a . n o n ­
z e r o  i n t e r c e p t .  I t  was o b s e r v e d  t h a t  by  a d d i n g  known a m o u n t s  
o f  c r e a t i n i n e  t o  a l l ,  t h e  t e s t  s a m p l e s  as .  w e l l  a s  t h e  r e a g e n t  
b l a n k  t h a t  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  n o n - z e r o  i n t e r c e p t ,  o r  more 
c o r r e c t l y  u n d e r b l a n k i n g  by  t h e  r e s p e c t i v e ^  b l a n k ,  was  d i m i n ­
i s h e d .  T h e r e f o r e  /  a n  e q u i v a l e n t  v o l u m e  o f  a.n a q u e o u s  s o l u -
* * ** *
t i o n  o f  c r e a t i n i n e  ( d i l u e n t )  was  t h e n  a d d e d  i n  l i e u  o f  t h e
2 . 0  mL o f  w a t e r  i n i t i a l l y  u s e d  a b o v e .  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s
o f  c r e a t i n i n e  w e r e  e x a m i n e d  c o v e r i n g  t h e  r a n g e  o f  0 . 0 2  m g/dL
t o  1 . 0  m g /d L .  A d i l u e n t ,  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 8  -mg/dL was
f o u n d  t o  c o r r e c t  t h e  o b s e r v e d . u n d e r b T a n k i n g  b y  t h e  r e a g e n t
b l a n k .  A r e a c t i o n  t e m o e r a t u r e  o f  ^5°C was f o u n d  t o  p r o d u c e
: -
a  som ew hat  g r e a t e r  r e a c t i o n  r e s p o n s e  - t h a n  h a d  b e e n  o b t a i n e d  
a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  4 0°C .  As a  r e s u l t  o f  t h e s e  s t u d i e s  th e .  ~ 
r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w h i c h  w e r e  s e l e c t e d  f o r  f u r t h e r  s t u d yf? * . ■
w e r e :  0 - 3  mL o r  0 . 6  mL of^TNBA (150  m g / d L ) ;  0 . 5 0  mL o f  0 . 1
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TABLE V • • '
THE VARIOUS REAGENT VOLUMES EXAMINED USING
2,4,6-TRINITROBENZOIC ACID (TNBA)
E x p e r i m e n t Volume o f  r e a g e n t  a d d e d ( m U R e a c t i o n
n u m b e r TNBAa NaOHb S am ple W a t e r c o n d i t i o n s .
1 1 - 5 0 0 . 2 0 0 . 5 0 2 . 8 0 15 min  @ 37°C
^2 1 . 5 0 0 . 3 0 0 . 5 0 2 . 7 0
3 1 . 5 0 0 . 4 0 0 . 5 0 2 , 6 0 ' '  ■
it 1 . 5 0 0 . 5 0 0 . 5 0 ' 2 . 5 0
, 5 ■1.50 0 . 6 0 0 . 5 0 2 . 4 0
6 1 . 0  0' '• 0 . 3 0 0 . 5 0 3 -2 0
7 0 .5Q 0 . 3 0 • , 0 . 5 0 .3-70
. 8 o . 50 0 . 1 0 0 . 5 0 5 . 0 0
9 0 . 5 0 ' 1 . 0 0 0 . 5 0 3 - 5 0*
*





' 11 1 . 0 0 ‘ 1 . 0 0 1 . 0 0 ■ 2 . 0 0 20 min  6 37°C
1 2 . 0 . 5 0 0 . 5 0
0< 25'
1 - 7 5
13 0 - 5 0 0 . 5 0 1 - 7 5
14 ;• 0 . 5 0 0 . 2 5 - 0 . 2 5  - 2 . 0 0 •
1 5 . 0 . 7 5 0 . 5 0 0 . 2 5 1 . 5 0
16 0 . 2 5 0 . 2 5 0 . 2 5 2 . 2 5 .
17 0 . 2 5 0 . 5 0 0 . 2 5 2 . 0 0 •
18 0 . 5 0 0 . 2 5  ‘ 0..50 2 . 0 0
19- 0 . 5 0 0 . 2 5 .0 .'25 2 . 0 0
20 0 . 5 0 0 . 5 0 0 . 2 5 1 . 7 5 15 .min. § 45°C
■
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21 0 . 7 5 0 . 5 0 0 . 2 5 1 . 5 0  ■ 50 min e 37°C
22 . 0 . 7 5 0 . 2 5 0 . 2 5 1 . 7 5 20 min 6 37°C
23 0 . 6 3 0 . 2 7 0 . 2 0 2 . 8 o \ .
24 0 . 2 5 0 . 7 5 0 . 2 5 1 . 7 5 ■ *
.
25 ■0,50 0 . 7 5 ' 0 . 2 5 1 : 5 0
• 26 0 . 7 5 0 . 7 5 0 . 2 5 1 . 2 5
27 0 . 3 0 0 . 6 0 0 . 2 5 2 . 0 0
28 0 . 6 0 0 . 3 0 0 . 2 5 2 . 0 0 25 min § 37°C
.. 29 0 . 8 0 0 . 5 0 0 . 2 5 " 1 *25 20 m in € 37°C
30 0 . 3 5 0.65* ' 0 . 2 5 1-.75
31 0 . 3 0 0 . 7 0 • 0 . 2 0 • 2 . 0 0
32 ■ 0 . 2 7 0 . 6 8 0 . 2 0 0-.85 -
33 0 . 2 7 0 . 6 8 0 . 2 0 p p  0 . 8 5 30 min e 37°C
34 0 . 3 0 0 . 7 0 0 . 2 0 0 . 8 0 25 min i 37°C
. 35 ' 0 . 3 0  • 0 . 7 0 0 . 2 0 0 . 80 30 m i n e 42°C■«
36 • . 0 . 3 0 0 . 7 0 0 . 2 0 ' ■ 0 .8 0 25 min e 42°C
37 . 0 . 3 0 0 . 5 0 ^ 0 . 2 0 2 . 0 0 30 m in e 37°C
*38 0 . 2 7 0 . 6 3 0 . 2 0 0 . 8 0 -
39 0 . 2 7 0 . 6 3 0 . 2 0 1 . 6 0
\“i
40 0 . 2 7 0 . 6 3 0 . 2 0•p. 2 . 8 0 -
41 0 . 2 7 0 . 6 3 0 . 2 0 0 . 8 0 30 min § 40°C
42 ' 0 . 2 7 0 . 6 3 • 0 . 2 0 , 2 . 8 0
^3 0 . 2 5 0 . 4 5 ■ 0 . 2 0 2 . 1 0
44 - 0 . 2 0 0 . 6 0 • 0 . 2 0 1 . 0 0
45 0 . 2 2 0 . 4 8 0 . 2 0 2 - 1 0 30 m in 50°C
46 0 . 2 8 0 . 6 3 0 . 2 0 1-..40
•
*
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4 7 .  0 . 2 7  0 . 6 3  .0 .20
• 48 0 . 2 7  0 . 6 3  0 . 2 0  •
49 0 . 3 0  ' 0 . 5 0  0 . 2 0
a  TNBA c o n c e n t r a t i o n  = 150  m g/dL 
b NaOH c o n c e n t r a t i o n s  0 . 1  N
A
2 . 8.0 
0 . 8 0  
2 . 0 0
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N h y d r o x i d e ;  0 . 2  mL o f  t h e  t e s t  " s p e c i e s ;  a n d  2 . 0  mL o f  d i l u ­
e n t  c o n t a i n i n g  0 . 8  mg- o f  c r e a t i n i n e / d L .  T h i s  r e a c t i o n  m ix ­
t u r e  was t h e n  h e a t e d ^ f o r  3 0 - 3 5  m i n  a t  *t5°C.
U n d e r  t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s ,  ^ w e v e r ,  s e r u m  p r o t e i n s
-
w e r e  f o u n d  t o  p r o d u c e  a  n e g a t i v e  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  m ask ­
i n g  t h a t  due '  t o  c r e a t i n i n e .  The i n c l u s i o n  o f  2 t o  SDS- 
I n  t h e  c r e a t i n i n e  d i l u e n t  f a i l e d  t o  c o r r e c t  t h i s  i n t e r f e r ­
e n c e .  I t  was,  t h e r e f o r e ,  n e c e s s a r y  t o  rem ove  t h e  r e s p e c t i v e  
p r o t e i n s  f r o m  t h e  s a m p l e  m a t r i x  by e i t h e r  c h e m i c a l  o r  p h y s i c a l
. ’ V
m e a n s .
O  A n e u t r a l  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  m e th o d  was  I n i t i a l l y -
e x a m i n e d  as .  t h e  pH o f  t h e ^ f i n a l  f i l t r a t e  c l o s e l y  a p p r o x i m a t e d  
t h a t  o f  n o r m a l  s e r u m  (pH = 7 - 0 )  a n d  a s  s u c h  w o u ld  r e q u i r e  
t h e  a d d i t i o n  o f  a  m i n i m a l  am o u n t  o f  NaOH to. b r i n g  t h e  r e a c -  
* t i o n  pH t o  t h e  l e v e l  r e q u i r e d  f o r  TNBA r e a c t i o n  t o  o c c u r  
( i . e . ,  pH = 1 1 . 4 ) .  1$
.B a r i u m  h y d r o x i d e  (0.3*1 N) a n d  5% ( w /v )  z i n c  s u l f a t e ,  w e re  
p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  by  H e n r y  ( 1 8 4 )  a n d  Som ogyi  ( 1 8 5 ) .  To
l. 'O mL o f  s e r u m ,  2 . 0  mL o f  ZnSO^ a n d  2 . 0  mL o f  B a t O H ^  w ere  
a d d e d .  The s o l u t i o n  was m i x e d  b e t w e e n  a d d i t i o n s ,  by  g e n t l e  
i n v e r s i o n ' .  The m i x t u r e  was  c e n t r i f u g e d  and. t h e  c l e a r  s u p e r -  
n a t e  was r e m o v e d . -  The pH o f  t h e  s e r u m  s u p e r n a t e  was 7 - 3  t o  
7.*J. To 2 . 0  mL o f  t h i s  s u p e r n a t e  0-. 40 mL o f  TNBA a n d  0 . 6  mL 
o f  h y d r o x i d e  w e r e  a d d e d  (pH = 1 1 . 6 ) .  T h i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  . 
was h e a t e d  f o r  35 m in  a t  3 5 °C .  The r e s u l t i n g  c o l o r  was 
s c a n n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  f r o m  700-*J00 nm. A l l  s e r u m  
t e s t s  w e r e  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k .  To d e t e r m i n e  i f
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n 3
t h e  o b s e r v e d  s e r u m  p r o t e i n  i n t e r f e r e n c e , w a s  d u e  t o  t h e  g l o ­
b u l i n  p r o t e i n  f r a c t i o n  o f  s e r u m  r a t h e r  t h a n  t h e  a l b u m i n  f r a c -
» N
t i o n  a  s i m i l a r  s t u d y  was  p e r f o r m e d  u s i n g  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  
p r e p a r e d  i n  ( w / v )  BSA. '
To d e t e r m i n e  t h e  p e r c e n t  r e c o v e r y  o f  c r e a t i n i n e \ f o r  
t h i s  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d ,  known a m o u n t s  o f  c r e a t i n i n e  w e r e
v *
a d d e d  t o  t h e  s e r u m  s a m p l e s .  The r e c o v e r y  d a t a  i n d i c a t e d  an  
" u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e ^ , c o n t e n t  o f  t h e  s e r u m  s u g ­
g e s t i n g  a  f a i l u r e  t o  f u l l y  r e c o v e r  t h e  a d d e d  c r e a t i n i n e  a n d /  
o r  t h e  p r e s e n c e ,  o f  a  n e g a t i v e  i n t e r f e r e n c e .  B e c a u s e  o f  t h e
r v ‘ • '
p o o r  . r e c o v e r j r - o f  c r e a t i n i n e  . t h i s  m e t h o d  o f  p r e c i p i t a t i o n  was 
c o n s i d e r e d  u n s a t i s f a c t o r y  a n d  f u r t h e r  u s e  o f  i t  was t e r m i n ­
a t e d .  X
An a l t e r n a t e ,  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d  was e x a m i n e d  w h i c h  
e m p l o y e d  a  n e u t r a l  t u n g s t a t e  m a t r i x ,  a s  d e s c r i b e d  by  Owen 
e t  a l .  ( 2 1 ) ,  .Haugen (9 .8 ) ,  M ande l  a n d  J o n e s  ( 9 9 )  a n d .B e r k m a n - e t  a l .
t
■ ( 1 8 6 ) .  A 1 0 $ - ( w / v )  s o d i u m  t u n g s t a t e  s o l u t i o n  a n d  0 . 6 6 3  N-
HgSO^ w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  by  Owen e t  a l .  ( 2 1 ) .  To 
* • . *
1 . 5  m L . o f  c r e a t i n i n e ' "  d i l u e n t  ( 0 . 8  m g /d L  c r e a t i n i n e )  0 . 5  mL
• o f  w a t e r ,  0 . 5  mL o f  t h e  t e s t  s o l u t i o n  a n d  1 . 0  mL o f  0.66-3
N. HC1 w e r e  a d d e d  a t  w h i c h  p o i n t  t h e  s o l u t i o n  was m i x e d  by
g e n t l e  i n v e r s i o n .  To t h i s  m i x t u r e  6 . 5  mL o f  t h e  s o d i u m  ^-
t u n g s t a t e  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  f o l l o w e d  by  g e n t l e  m i x i n g .  .To
f a c i l i t a t e  s e p a r a t i o n  t h i s  m i x t u r e '  was c e n t r i f u g e d .  To a
i
2.0^-mL a l i q u o t  o f  t h e  c l e a r  s u p e r n a t e  0 . 3  mL o f  TNBA a n d  
» * “ ,
.0 .6  mL o f  0 . 1  N NaOH w e r e  "added :  T h i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  was
t h e n  h e a t e d  f o r  35 m in  a t  4 5 ° C . '  The- c . o l o r  p r o d u c e d  was
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m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d \ p r e v i o u s l y .  T h i s  m e t h o d  o f  p r o t e i n  
ujire^noval a l s o  f a i l e d  t o  ■ c o r r e c t  t h e  a p p a r e n t  p r o t e i n  i n t e r ­
f e r e n c e  and, t h e r e f o r e ,  i t s  u s a g e  was  d i s c o n t i n u e d .
^  The u s e  o f  a n  a c i d i c  t u n g s t a t e  m e d i a  a s  d e s c r i b e d  by 
Owen a t  a l .  ( 2 1 ) ,  B r o d  a n d  S i r o t a  ( 2 2 )  a n d  B erkm an 61b a l .  ( 1 8 6 )  
was t h e  f i n a l ,  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  m e th o d  e x a m i n e d .  T o ’ ^
0 \ 5 ’mL o f  t h e  t e s t  s o l u t i o n  2 . 0  mL o f  c r e a t i n i n e  d i l u e n t  
( 2 . 0  ,mg/dL c r e a t i n i n e ) - a n d  1 . 0  mL o f  Cf.663 N w e r e
a d d e d  f o l l o w e d  by m i x i n g  b y  g e n t l e  i n v e r s i o n .  To t h i s  m i x -  
. t u r e 0 . 5  mL o f  1055 ( w / v )  s o d i u m  t u n g s t a t e  was  a d d e d  a f t e r  .
%
. w h i c h  t h e  m i x t u r e  was g e n t l y  m i x e d - a n d  c e n t r i f u g e d .  To 2 . 0
’
mL o f  t h e  s u p e r n a t e  0 . 4  mL o f  .'MBA a n d  0 . 5  mL o f  0 . 4  N NaOH ■ /
* ^
^  w e r e  a d d e d .  B e c a u s e  o f  t h e '  a c i d i c  n a t u r e  o f  t h e  s u p e r n a t e
(pH =; 1 . 5 )  i t  was  n e c e s s a r y  t o  i n c r e a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f
b a s e  u s e d  h e r e  w i t h  r e s p e c t  t o  y i a t  e m p l o y e d  i n  t h e  n e u t r a l
t u n g s t a t e  m e t h o d .  H i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b a s e  p r o d u c e d
i n t e n s e l y  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s  w h i c h  made s p e c t r o p h o t o m e t r i c
m e a s u r e m e n t s  d i f f i c u l t .  The r e m a i n d e r  o f  t h e  t e s t  p r o t o c o l  ^
- '■=» 
was a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h i s  m e t h o d  o f  p r e c i p i t a t i o n
was a p p l i e d  t o  n o t  o n l y  s e r u m  s a m p l e s  -to w h i c h  known a m o u n t s  
o f  c r e a t i n i n e  w e r e  a d d e d ,  b u t  a l s o  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  p r q -  
‘ p a r e d  i n  b o t h  4% . ( w / v )  BSA a n d  a q u e o u s  m e d i a .  A l l  -sample's 
w e r e  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k  d u r i n g  t h e  s p e c t r o p h o t o -  
m e t r i c  m e a s u r e m e n t s .  The p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  o f  t h e  c r e a t i n ­
i n e  a d d e d  t o  t h e  s e r u m  s a m p l e s - was  a l s o  d e t e r m i n e d  f o l l o w i n g  
S-\
%
t i r e  p r e c i p i t a t i o n  p r o c e s s .  To m i n i m i z e  t h e  c o l o r  I n t e n s i t y  
o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  t h e  v o lu m e  o f  d i l u e n t  was d e c r e a s e d  t o
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1 . 0  t o  1 . 5  m L .w i th .  a  c o r r e s p o n d i n g  . i n c r e a s e  i n  t h e  vo lum e-"of  
W a t e r  a d d e d .
* i
The u s e  o f  a  h a t c h  r a t h e r  t h a n  a  g r a d i e n t  c a t i o n - e x c h a n g e  
r e s i n  s y s t e m  a s  a  m eans  o f  r e m o v i n g  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  s a m p l e  
a n d  t h e r e b y ' " ' r e m o v i n g  t h e  a n a l y t e  f r o m  t h e  p r o t e i n  m a t r i x  was 
e x a m i n e d  n e x t .  Dowex 5 0 x 8 - 2 0 0 ,  5 0 x 8 - 4 0 0  a n d  5 0 x 4 - 4 0 0  w e re
• •
p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  S a d i l ’e k  ( 9 2 ) .  The' f o r m e r
was s e l e c t e d  a s  t h e  p r e f e r r e d  r e s i n  o f  t h e  t h r e e  e x a m i n e d -' ■
+ +The r e s i n  was  c y c l e d  t h r e e  t i m e s  i n t o - t h e  Na a n d  H f o r m s  
u s i n g  2 N NaOH a n d  2 N HC1, r e s p e c t i v e l y . .  The r e s i n  was
m -" -  - "
t h e n  w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  w i t h  d e i o n i s e d  d i s t i l l e d  w a t e r  p r i o r  
t o  i t s  u s e .  A m o d i f i e d  v e r s i o n  • o f  t h e  i o n - e x l c h a n g e  s e p a r a -
v»,’ * • • • - .*
t i o n  m e th o d  o f  R o p k e r b i e  a n d  R asm u sse n '  ( 9 4 )  was  e m p l o y e d  f o r
t h e  s e r u m  s a m p l e s .  ^ 0  a  15-mL c e n t r i f u g e  t u b e  0 . 5  g  o f  t h e
. p r e w a s h e d  r e s i n  (H+ f o r m )  was a d d e d .  To t h i s  4 / 0  mL o f  1 . 0
N HC1 a n d  1 . 0  mL o f  t h e  s e r u m  s a m p l e  ( s e r u m  c o n t a i n i n g  1 . 2  .
mg/dL c r e a t i n i n e  s p i k e d  w i t h  1 . 0 , 2 . 0 , 4 . 0  a n d  6 . 0  m g /dL  c r e a t i n
i n e ,  r e s p e c t i v e l y )  w e r e  a d d e d .  The t u b e  was t h e n  g e n t l y
m ix e d  by  i n v e r s i o n  f o r  5 m in  f o l l o w e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  f o r
s e v e r a l  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  s u p e r n a t e  was  r e m o v e d  by
a s p i r a t i o n .  T o - t h e  r e s i d u a l  r e s i n  6 . 0  mL o f  a  0 . 9 ?  ( w /v )
NaCl s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  t u b e s  w e r e  m i x e d  by  i n v e r s i o n  
&  '■
s e v e r a l  t i m e s  o v e r - a  1 0 - m i n  p e r i o d .  - T h i s  was  f o l l o w e d  by c e n -
<_ -
t r i f u g a t l o n  a n d  t h e  s u p e r n a t e  was  d i s c a r d e d .  ■ To t h e  r e m a i n ­
i n g  r e s i n ,  6 . 0  mL o f  d e i o n i z e d  d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  a d d e d  
f o l l o w e d  b y  m i x i n g  b y  g e n t l e  i n v e r s i o n  f o r  3 m i n .  F o l l o w i n g  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e m o v a l  o f  t h e  s u p e r n a t e ,  t h i s  r e s i n  wash
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s t e p  was r e p e a t e d .  To t h e  w a s h e d  r e s i n  5 . ^  m l  o f  ̂ p h o s p h a t e
■' ' • ' *> •' ' * 
b u f f e r  CpH-«= . 1 2 . 4 ^  c o n t a i n i n g  0 . 5  m g / d L ' - c r e a t i n i n e - w e r e ,  a d d e d .
The t e s t - t u b e s  w e r e  t h e n  m i x e d  b y  g e n t l e  I n v a s i o n  f o r  5 Ta in  
f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  I n i t i a l l y  t o  a  4 . 0 - m £ ' a l i q u o t  
o f  t h e  s u p e r n a t e  1 . ‘0 p L  o f  TNBA a n d  1 . 0  mL o f  0 . 1  N NaOH 
w e r e  a d d e d .  The r e a c t i o n  m i x t u r e  was^ h e a t e d  f o r  30 m in  a t  
4 0°C .  The r e s u l t i n g  c o l o r  i n t e n s i t y  was  s c a n n e d  f r o m  7 0 0 -
- ' C
435 nm. The d e g r e e ,  o f  c o l o r  d e v e l o p e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  
was t o o  i n t e n s e  a n d  r e q u i r e d  d i l u t i o n  .o f  t h e  f i n a l  p r o d u c t
»
t o  a l l o w  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  d e v e l o p e d  c o l o r .  To. o v e rc o m e  
t h i s ,  a  n um ber  o f  a l t e r n a t e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  e x a m i n e d  
( T a b l e  V I ) .  The pH o f  t h e  v a r i o u s  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  m a i n ­
t a i n e d  a t  1 1 . 4  o r  H i g h e r .  E x p e r i m e n t s  1 t o  10 w e r e  p e r f o r m e d  
u s i n g  a - p h o s p h a t e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 5  m g /dL  c r e a t i n i n e
w h i l e  e x p e r i m e n t s  1 1 - 2 2  ' e m p l o y e d  a  p h o s p h a t e  b u f f e r  i n  w h ic h
/  .■< '
. .■ c r b ^ t i n i n e  was a b s e n t .  The u s e  o f  0 . 1  N HC1 a s  a  m ean s  o f
r e g u l a t i n g  t h e  r e a c t i o n  pH a r o u n d  1 1 . 6  was a l s o  e x a m i n e d .
Amicon CF-25 cones -  w e r e  s o a k e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r
2 h  p r i o r  t o  u s e .  -^-They w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  a  S o r v a l
a u t o m a t i c ' r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e  a t  2 , 8 0 0  rpm f o r  30 m i n .
( l , 0 0 0 x g  f o r c e  u s i n g  a  4 . 2 5  i n  r a d i u s  60°  h e a d )  t o  rem ove
any  r e s i d u a l  w a t e r .  To e a c h  c o n e  a p p r o x i m a t e l y  4 . 0  mL o f
t h e  t e s t  s e r u m  w e r e  a d d e d .  The  c o n e s  a n d  c o n e  s u p p o r t s  w e re
i n s e r t e d  i n t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c o l l e c t i n g  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d
a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  To 0 . 4  mL o f  t h e  c l e a r  c o l o r l e s s  f i l -  *
t r a t e  0 . 3 5  mL TNBA, 0 . 5  mL o f  0 . 1  N NaOH a n d  2 . 0 0  mL o f  c r e a t i n -
•r* .
ine diluent (0.875 mg/dL creatinine) were added. This reac-
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TABLE VI
REACTION PARAMETERS FOR THE Tn6 a REACTION EMPLOYING ’
A RESIN SEPARATION OF CREATININE
E x p e r i m e n t Volume- of* r e a g e n t  a d d e d  (mL) Water^ o r
n u m b e r S u p e r n a t e TNBAa • HClb * NaOH • ' d i l u e n t .
1 (m) 2 . 0 0 . 3 5 0 . 5 ( c )
2 2 . 0  , 0 .5 0 0 . 5 2 . 0
3 (n ) • 0 . 2 5  . -0.25 0 . 5 2 . 0 ( i )
4 • 0 - 5 0.’50 0*5 (h ) 2 . 0
5 0 . 5  ■ 0.50 0 . 5 ( f ) 2 . 0
6 0 . 2 0 0 .3 0 0 .5 ' ( c ) ‘2 . 0
.7 0 . 5 0 . 3 5 . 0 . 5 ( e ) 2 . 0
8 ( o ) . 0 . 5  ■■ ' 0 . 2 5 0 -5 (d ) 2 . 0
9 0 . 3 ' . 0 . 3 5 0..4- ' 2 . 0
10 • - -2.0. 0 - 3 5 ' 0.'4 •2-3
11 2 . 0 0 . 3 5  ' -■ 0 . 2 1 . 0 (k )




13 2 . 0 0 - 3 5 0 . 4 ( g ) 1 . 0 0 )
14 2 . 0 0 . 3 5 .0 . 3 5 ------- 1 . 0
15 2 .0 0 . 3 5 0 . 4 5 1 . 0
16 2 . 0 0 .40 0 .60 -------X ” '
1 . 0
17 0 . 5  - 0 . 3 5  r * 1 . 2 . ( d ) 2 . 0
1 8 ' ° - 5 0 . 3 5 0 . 5 (s) 2 . 0
19- . 0 . 5 0 . 2 0 0 . 5 2 . 0 -
20 0.5. 0 .10 0 - 5 2 . 0
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• -0 .35 . . .  
0 . 3 5  
0 . 3 5  
0 . 5 0
0 . 5  ( c )
f*
-0 .5  - 
0 - 5  
0 . 5  '
2- 0  (j ) 
2 .0
0 - 5  (l .) 
2 . 0
TNBA c o n c e n t r a t i o n  = 150 mg/dL *
HC1 c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 1  N .
NaOH c o n c e n t r a t i o n  ..= 0 . 1 0  N •
NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 1 5  N
NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0.20- N
NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 3 0 . N
NaOH c o n c e n t r a t i o n ^  0 . 4 0  :N
NaOH c o n c e n t r a t i o n 11 0 . 5 0  N
D i l u e n t  c o n c e n t r a t i o n  = 5 . 0  mg c r e a t i n i n e / L
&
D i l u e n t  c o n c e n t r a t i o n  = . 8 . 7 5  mg c r e a t i n i n e / L
D i l u e n t  c o n c e n t r a t i o n —  1 5 - 0  mg c r e a t i n i n e / L
D i l u e n t  c o n c e n t r a t i o n  = 3 5 . 0  mg c r e a ' t i n i n e / L
■
R e a c t i o n  h e a t e d  f o r  30 m in  a t  40 C
R e a c t i o n  h e a t e d  f o r  35 m in  a t  40°C
R e a c t i o n  h e a t e d  f o r  30 min  a t  45°C
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t i o n  m i x t u r e  was h e a t e d  f o r  35 m in  a t  4o°C . The r e s u l t i n g
c o l o r  was s c a p n e d  f r o m  7 0 0 - 4 3 0  nm. The Araicon c o n e s  w e r e
r e g e n e r a t e d  by  s o a k i n g  i n  4 . 5 J  ( w / v )  NaCl f o r  2 h  f o l l o w e d .
by  s e v e r a l  s u c c e s s i v e  w a s h i n g s  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  The 
* • '
• r e s i d u a l  w a t e r  was  r e m o v e d  a s  . d e s c r i b e d  a b o v e .  The w a sh e d  
c o n e s  w e r e  s t o r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  when n o t  i n  u s e .
• e .  S t u d i e s  w i t h  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e r i e  s u l f o n i c  
' a c i d .  . *
The 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n i c -  a c i d  (TNBS) a s  s u p ­
p l i e d  by  t h e  m a n u f a c t u r e r  was f o u n d . - t o  b e  i m p u r e  a s  i n d i c a t e d  
by^ c e l l u l o s e  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( a c e t o n i t r i l e - w a t e r  
( 4 : 1 ) . ,  d i e t h y l  e t h e r  . o r  a c e t o n e - e t h y l  a c e t a t e  ( 3 : 1 ) ) .  
C>rAttempts  t o  p u r i f y  t h e  TNBS by  c e l l u l o s e  co lu m n  c h r o m a t o ­
g r a p h y  u s i n g  a c e t o n i - t r i t e - w a t e r  ( 4 : 1 )  a s  e l u e n t  w e re  u n s u c -
* c e s s f u l .  I t  was,  t h e r e f o r e ,  c r y s t a l l i z e d  f r o m  h o t  a c e t o n i -  ■ 
t r i l e " t o  w h i c h  c h l o r o f o r m  o r  p e t r o l e u m  e t h e r  ( 3 0 - 6 0 ° C )  was 
a d d e d  t o  p r o m o t e  c r y s t a l l i s a t i o n .  The c r y s t a l l i s a t i o n  was 
r e p e a t e d  u n t i l  t h e  c r y s t a l l i n e  p r o d u c t  was f o u n d  by t h e  a b o v e  
c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  t o  b e  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  p u r e . ■ The 
p u r i t y  o f  t h e  e n d  p r o d u c t  was a l s o  v e r i f i e d  b y  i n f r a r e d  a n d  
NMR s p e c t r o s c o p y .  .
I n i t i a l l y  2 . 2  g  o f  TNBS w e re  d i s s o l v e d  I n  250 mL o f  
d i s t i l l e d  d e i o n i z e d  w a t e r ,  f o l l o w e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  rem ove  
a n y  u n d i s s o l v e d  m a t e r i a l .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  s o l u t i o n  
was  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e ' a s  t h a t  p r o p o s e d  b y  K u r a t a  e t  a l . 
( 1 2 3 )  f o r  3 . 5 - d i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n i c : ' a c i d .  The r e a c t i o n7 s'
m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  1 . 0  mL o f  t h i s  TNBS s o l u t i o n ,  1 . 0  mL o f
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0 . 7 5  N TJaOH .and  l . Q  mL o f  . t h e  t e s t  s o l u t i o n , ,  w h i c h  was . 
a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  - f o r  2Q m i n .  The i n t e n ­
s i t y  o f  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d - w a s  d e t e r m i n e d  by  s c a n n i n g  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  from- 7 0 0 - 4 2 5  nm. B e c a u s e  o f  t h e  • 
h i g h l y  c o l o r e d  b l a n k  o b t a i n e d  w i t h  t h e s e  r e a c t i o n  v o lu m e s  
i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  r e l a t i v e l y  u n s t a b l e  r e a c t i o n  e n d - .
p o i n t ,  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  -TNBS a n d  h y d r o x i d e  
- \
i o n  w e r e . ' v a r i e d  o v e r  a  r e l a t i v e l y  w id e  . r a n g e  i n  o r d e r ,  t o ' : '
f i n d  a  m ore  o p t i m a l  r e a c t i o n  v o l u m e ( s )  o f  t h e s e  r e a g e n t s
( T a b l e  V I I ) .  The m a j o r i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  . exam ined  
p r o v e d  t o  b e  u n a c c e p t a b l e  ( e x p e r i m e n t  n u m b e r s  1 - 4 , 6 , 9 - 1 4 )  
l a r g e l y ' b e c a u s e  o f  t h e  h i g h l y  c o l o r e d  b l a n k  o b t a i n e d  w i t h  
t h e  i n d i c a t e d  vo lum e  o f  TNBS a n d / o r  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a -  ^ 
t i o n . .  r e s u l t  o f  t h i s  s t i id y ,  t h e  f o l l o w i n g  r e a c t i o n  c o n -
' d i t i o n s  w e r e ° T 6 u n d  t o ' g i v e  r e l a t i v e l y  f a v o u r a b l e  r e s u l t s :
0 . 5  t o  1 . 0  mL o f  TNBS (1 5 0  m g / d L ) ;  0 . 5  mL o f  0 . 4 5  N NaOH;
a n d  4 . 0  mL o f  t h e  s a m p l e  u n d e r  t e s t - .  .*
B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  b a s e d  c r e a t i n i n e ,  s t a n d a r d s  w e re  ■ - 
p r e p a r e d  by  a d d i n g  1 v o lu m e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  a q u e o u s  
c r e a t i n i n e  s t a n d a r d  t o  1 vo lu m e  ;of 9% ( w / v )  BSA. ' When t h e s e  
s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d  u s i n g  t h e  a b o v e  r e a c t i o n  volum'e^Ta 
'• p o s i t i v e  r e a c t i o n  w i t h  p r o t e i n  o c c u r r e d  h a v i n g  a n  a b s o r b a n c e  
maximum a t  435 nm. *  . \
The c o l o r  I n t e n s i t y  o f  t h e  T N B S - p r / t e i n  ccN^ipl^x com-- 
p l e t e l y  m a s k e d  t h e .  a b s o r b a n c e  maximum f o r  t h e  r e a c t i o n  ' •. ,
. b e t w e e n  TNBS a n d  c r e a t i n i n e .  T h e r e f o r e ,  a s  w i t h  TNBA,i t  
b e ca m e  n e c e s s a r y  t o  r e m o v e  p r o t e i n  f r o m  t h e  t e s t  s a m p l e  p r i o r .
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TABLE YXI
. -REACTION VOLUMES EXAMINED FOR THE QUANTIFICATION OF: 
CREATININE USING Z t 4 ,6-TRINITROBENZENE SULFONIC ACID'
E x p e r i m e n t  Volume (mL) a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e a g e n t s
n u m b e r • ■ TNBS NaOH ' T e s t  s o l u t i o n
• 1 1 . 0 1 . 0  ( d ) . 1 . 0
2 / 1 . 0  ( a ) 1 - 0  ( e ) 1 . 0
' 3 ! . ° 1 . 0 - ( h ) i . O
4 • 1 . 0  Cb) 1 . 0  ( e ) 1 . 0
5 0 . 5  ( c ) 0 - 5 j f ) 4 . 0 -
• 6 - 0 . 5  ■. , 1 . 5 4 . 0
7 1 . 0 1 . 0 4 . 0
8" > 1 . 0 0 . 5  - 4 . 0
9 _ ■ ' f . 1 . 5 . 0 . 5 4 . 0 '
10 1 5 - 0 1 - 5  Cg) 0 . 2
11 5 - 0 1 . 0 0 . 5
' -12 1 5 - 0 0 - 2  ( f ) 0 . 5
13 . 5 - 0 0 . 2 5 0 . 5
14 5 - 0 0 . 1 5 0 . 5  ‘
a )  TNBA c o n c e n t r a t i o n  = 600 m g/dL
• b )  TNBS c o n c e n t r a t i o n  = 300. m g/dL
c )  TNBS c o n c e n t r a t i o n  = 150 mg/dL
d )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 8 0  N
e )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 7 5  N
f )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 4 5  N
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g )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 2 5  N
h )  NaOH c o n c e n t r a t i o n ^  0 . 1 3  N
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t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  w f t h  TNBS*.
The protein precipitation methods (21,22,98,9.9,185,186)
u s e d  w e r e  t h e  same a s  t h o s e  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  i n  t h e  TNBA
■ I . '
s t u d y  ( B - l , 2 d ) . ‘ B e c a u s e  t h e  pH o f  t h e  r e s u l t i n g  p r o t e i n  
>
f r e e  s u p e r n a t e  v a r i e d  d e p e n d i n g  on t h e  m e t h o d  o f  p r e c i p i t a ­
t i o n  e m p lo y e d  t h e  v o lu m e  o f  NaOH a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m ix ­
t u r e  was  - v a r i e d  a c c o r d i n g l y  t o  i n s u r e  a  r e a c t i o n  m i x t u r e  pH r . 
^  o f  1 1 . 5 - 1 1 . 6 .  T h e r e f o r e ,  t o  2 . 0  mL o f  t h e  r e s p e c t i v e  p r o - .
te in^ .  s u p e r n a t e  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  NaOH w ere  
j  a d d e d :  0 . 5  mL o f  0 . 2 5  N NaOH f o r  t h e  n e u t r a l  BaCOH)^ -
ZnSO^ . p r e c i p i t a t i o n  ( 1 8 5 ) ;  0 . 5  mL o f  0.4(^ N NaOH f o r  t h e  
- n e u t r a l  t u n g s t a t e  p r e c i p i t a t i o n  ( 2 1 , 9 8 ^ 3 ^ , 1 8 6 ) ;  a n d  0 . 5  mL 
o f  0 . 8 0  N NaOH fof* t h e  a c i d i c  t u n g s t a t e  p r e c i p i t a t i o n  ( 2 1 , 2 2 *  
9 9 ) .  -In a l l  s i t u a t i o n s  0 . 5  mL o f  TNBS (150  mg/dL') - was a d d e d ,  
a n a - t h e  r e a c t i o n  was a l l o w e d  t o  r e m a i n  a t  room t e m p e r a t u r e '  f o r  
30 m in  p r i o r  t o  m e a s u r i n g  t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  d e v e l o p e d  by 
s c a n n i n g  s p e c t r c p h o t o m e t r i c a i l y  f r o m  7 0 0 - 4 0 0  nm.
As a n  a l t e r n a t e  t o  t h e  a b o v e  p r e c i p i t a t i o n  . 'methods a  
m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  i o n - e x c h a n g e  m e t h o d  o f  R o c k e r b i e -  a n d  
R a s m u s s e n  (9 4 )  was  u s e d  t o  rem ove  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  r e s ­
p e c t i v e  s a m p l e .  The s e p a r a t i o n  was  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  
f o r  t h e  TNBA s t u d y .  I n  t h e  l i g h t  o f  t h e  l a t t e r  s t u d y  t h e  
c o l o r  r e a c t i o n  v o lu m e s  em ployed ,  i n  t h i s  s t u d y  w i t h  TNBS a r e  
g i v e n  i n  T a b l e  V I I I .  I n  a l l  c a s e s  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e
h e a t e d  f o r  35 m in  a t  45 CT'a.hd t h e  c o l o r  d e v e l o o e d  was  s c a n n e d  
- " ' ' ■ 
s p e c t r c p h o t o m e t r i c a i l y  f r o m  7 0 0 - 4 3 0  nm. The r e a c t i o n  v o l u m e s
u s e d  I n  e x p e r i m e n t  7 w-ere c h o s e n ,  a s  b e i n g  o p t i m a l  f o r  t h e



















TABLE V I I I  : •
THE VOLUMES AND CONCENTRATIONS OF THE REAOENTS EMPLOYED USING 2 ,  4 ,6-TRINITROBENZENE 
SULFONIC ACID AS COLOR REAGENT FOLLOWING. ION-EXCHANGE SEPARATION OF CREATININE
 : : : ; ' ■ 1 •  : : _  _
E x p e r i m e n t
rt*
Volume. o f  r e a g e n t  u s e d i n  mL ‘ ' !■
n u m b er TNBS NaOH S u p e r n a t e D i l u e n t  c o n t a i n i n g  
^ . 0 'm g /d L  c r e a t i n i n e
1 0 . 3 5  ( a ) 1 . 2  ( c ) 2 . 0 ’ Q • 50 ,
2 0 . 5 0 0 . 5 0 2 . 0  . 0 . 5 0
3 0 . 6 5 0 . 7 5 2 . 0 0 . 5 0
4.
H 1 . 0 0 . 5 0  ( d l
■’  WO 0 %50
• 1 "  5 1 . 0  ( b ) 0 . 5 0 '
\ r
2 . 0 ,0 . 5 0
6 . 0 . 5  ( a ) 0 . 5 0 2 . 0 0 . 5 0  ■
7' - . , 0 . 5  ( b ) 0 . 5 0 2 . 0 0 . 5 0
i ,
t
a )  TNBS c o n c e n t r a t i o n  = 150 mg/dL . .
t
/ ■
b )  TNBS c o n c e n t r a t i o n ' =• 300 m g/dL
* *
c )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 1 5  N *
d )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = OJlO N
tlZ
I
■1 . "  • , ,  • - • . . .  ■ .
r ' . •/: 125
'  •
q u a n t i f i c a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  wjien an  i o n - e x c h a n g e  m e th o d  o f
s e p a r a t i o n  was e m p lo y e d .  . ^
• ; ■ •. '■&
S e v e r a l  Amicon cones- w e r e  p r e p a r e d  -as p r e v i o u s l y
d e s c r i b e d  i n  t h e  TNBA s t u d y  ( B - i , 2 d H  As d e s c r i b e d ’ i n  t h a t ;
■ \1 v . * • *■ . 2  '
• s t u d y ,  t h e  p r o t e i n  p o r t i o n  o f  s e r u m  s a m p l e s  t o  w h ic h  c r e a t i n -
■ i n e  h a d  b e e n  a d d e d  a s  w e l l  a s  t h e  u n a l t e r e d  s e r u m  s a m p l e ,
•  ’  * '
was r e m o v e d  u s i n g  t h e s e  f i l t e r i n g " - c o n e s .  To 0 . 5  mL' o f  the*  
r e s u l t i n g  f i l t r a t e ^  2 . 0  mL o f  d i l u e n t  c o n t a i n i n g  1 . 0  mg 
c r e a t i n i n e .  /  dL,  0 . 5  mL o f  0 . 4  N NaOH a r i d - 0 . 5  mL o f  TNBS . -
✓ , - ;  r
(300  m g /d L )  w e r e  a d d e d .  The r e a c t i o n ' m i x t u r e  was h e a t e d
f o r  35 m i h . a t  45°C a n d  t h e  r e s u l t i n g - . c o l o r  was  s c a n n e d  f r o m ;
. v - ■ . .
- 7 0 0 - 4 3 0  nm. ’ ,
f .  S t u d i e s  w i t h  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o t o l u e n e . '
. " B e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  w a t e r  s o l u b i l i t y  o f  2 , 4 , 6 - t r i n -
.■ i t r o t o l u e n e  (TNT),  i t  w as  n e c e s s a r y  rt o  u s e  a n  a q u e o u s - ,
% 1 *
»V * .
- o r g a n i c  s o l v e n t  s y s t e m  f o r  i t s  " d i s s o l u t i o n .  The T N T ^ o l o r
%
r e a g e n t  was  p r e p a r e d  by  d i s s o l v i n g  1 . 2 5  g  o f  TNT i n  250 mL-. 
o f  60%. ( v / v )  a c e t o n e  o r  a b s o l u t e  e t h a n o l . "  To 1 0 . 0  mL o f  " 
w a t e r  v a r y i n g  v o lu m e s  o f  0 . 2 5  o r  0 . 5 0  N NaOH w e r e  a d d e d
4 ,
^ . f o l l o w e d  by  1 . 0  mL o f  a  lO m g /d L  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d .  To 
t h i s  0 . 1  mL o r  0 . 2  raL o f  o n e  o f  t h h  a b o v e  c o l o r  r e a g e n t s  
was a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  was t h e n  h e ' a t e d  f o r  30 m i n . a t • 4 0 °C .  
The -’c o l o r  p r o d u c e d  was t h e n  s c a n n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  
f r o m  7 0 0 - 3 5 0  nm.
g .  S t u d i e s  w i t h  l - m e t h o x y - . 2 , 4 , 6 _ - t r i n i t r o b e n z e n e  
" . . .  , ( 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o a n i s o l e ) .
To 250 m L ' o f - d i s t i l l e d  w a t e r  0 . 3  g  o f  2 , 4 , 6 - t . r i n i t r o -
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p h a n o 1 - 1 - m e t h y l  e t h e r  TNBTJ) w as  a d d e d .  To 1 . 0  mL o f  t h i s  
s o l u t i o n  1 . 0  mL o f  . t h e  t e s t  s a m p l e ,  1 . 0  mL o f  0 . 5  N NaOH 
a n d  4.0 .  mL o f  w a t e r  w e r e  a d d e d .  T h i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  was •
h e a t e d  f o r  30 m in  a t  40°C a f t e r  w h i c h  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d  .
was  s c a n n e d  s p e c t r o p h o t c J m e t r i c a ^ L y  f r o m  7 0 0 - 4 3 0  nm. B e c a u s e  
o f  t h e  h i g h l y  c o l o r e d  b l a n k  o b t a i n e d  w i t h  t h e  a b o v e * t h e  
r e a g e n t  v o l u m e s  w e r e  c h a n g e d  t o  0 . 5  mL o f  s a m p l e , ’ 0 . 5  mL o f
0 . 5  N NaOH,2 . 0  mL o f  d i l u e n t  c o n t a i n i n g  1 . 0  mg c r e a t i n i n e / d L  
a n d  0 . 5  mL o f  t h e  TNBM s o l u t i o n .  T h i s  m i x t u r e  was t h e n
h e a t e d  f o r  45 m in  a t  40°C a n d  t h e  c o l o r  f o r m e d  s c a n n e d  f rom
7 0 0 - 4 3 0  nm. Serum t o  w h ic h  known a m o u n t s  o f  c r e a t i n i n e  w e re  
a d d e d  a s  W e l l  a s  t h e  u n a l t e r e d  s e r u m  w e r e  p r e t r e a t e d  by  means  
o f  e i t h e r  t h e  i o n - e x c h a n g e  r e s i n  m e t h o d t ^ r .  f i l t e r e d  t h r o u g h .  
A m icon ; .cpnes  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( B - l , 2 d ) .  To O'.5 niL o f  
t h e  Amicon c o n e  f i l t r a t e -  o r  2 . 0  mL o f  s u p e r n a t e  f r o m  t h e  i o n -  
e x c h a n g e  s e p a r a t i o n ,  2 .0 - m L  o f  d i l u e n t  ( 1 . 0  mg/dL c r e a t i n i n e )  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  f o r m e r  a n d » 0 . 5  mL o f  d i l u e n t  ( 4 . 0  m g/dL  
c r e a t i n i n e )  was a d d e d  t o  t h e  l a t t e r .  T h i s  was f o l l o w e d  by 
C .5  mL o f  0 . 4 0  N NaOH a n d  *0.5' mL o f  t h e  TNBM s o J L u t io n .  The 
r e a c t i o n  m i x t u r e  was t h e n  h e a t e d  f o r  45 m in  a t  4,0°C p r i o r  t o  
s c a n n i n g  t h e  d e v e l o p e d  c o l o r  f r o m  7 0 0 - 4 3 0  nm.
h .  ' . S t u d i e s  w i t h  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o y l r  c h l o r i d e ,  
2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e . n e  s u l f o n y l  c h l o r i d e  a n d  
m e th y l -  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o a t e .
U s i n g  t h e  r e a c t i o n  . c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  by P a r e k h .  e t  a l .
( 1 3 0 - 1 3 2 )  2 . 4  g o f  t h e  r e s p e c t i v e  a c i d  c h l o r i d e  o r  m e t h y l
. 0
e s t e r  w e r e  d i s s o l v e d  i n  100 mL o f  ' d i m e t h y l  s u l f o x i d e ;  o r
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0 . 7 2 - g . o f ,  t h e  r e s p e c t i v e  a c i d  c h l o r i d e  w as  d i s s o l v e d  i n  100  
mL o f  0 . 7 5  N t e t r a m e t h y l a m m o n i u m  h y d r o x i d e .  U n d e r  t h e  . 
a l k a l i n e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  CO.5 mL o f  0 . 2 5  N t e t r a m e t h y l -  
araraonium h y d r o x i d e  o r  0 . 1  mL o f  1 . 0 * N  NaOH, 0 . 9  mL p r o t e i n  
f r e e  f i l t r a t e  s u p e r n a t e  a n d  1 . 0  mL c o l o r  r e a g e n t )  t h e  a b o v e  
c o l o r  r e a g e n t s  w e r e  shown b y  c e l l u l o s e  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o ­
g r a p h y  ( e t h y l a c e t a t e  o r  d i e t h y l  e t h e r : p e t r o l e u m  e t h e r  ( 1 : 1 ) )  
t o  b e  r e a d i l y  h y d r o l y s e d  t o  a  compound c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  
i d e n t i c a l  t o  e i t h e r  2 , ^ , 6 - t r i n l t g o ^ n ^ ^ . c ^ _ a c i d  o r  - 2 , 4 , 6 - t r i -  
n i t r o b e n s e n e  s u l f o n i c  a c i d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a p p a r e n t  
a b s e n c e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  c o l o r  r e a g e n t .  A s i m i l a r  f i n d i n g  
has-  b e e n  n o t e d  by  P a r e k h  a n d  Sim s ( 1 3 0 )  f o r  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o y l  
c h l o r i d e  a n d  m e t h y l - 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n s o a t e .  B e c a u s e  o f  t h e  
a p p a r e n t  a l k a l i n e  c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  
t o  TNBA no  f u r t h e r  s t u d y  o f  t h e s e  r e a g e n t s  was p e r f o r m e d . .
I .  S t u d i e s  w i t h  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o p h e n o l  ( p i c r i c  a c i d ) .  
The 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o p h e n o l  (TNP) u s e d  i n  t h i s  s t u d y  was  
c r y s t a l l i z e d  by d i s s o l v i n g  110 g  o f  TNP ( d r i e d  u n d e r  s u c t i o n )  
in- 165 mL o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  a f t e r  w h ic h  t h e  TNP was 
a l l o w e d  t o  c r y s t a l l i s e  u n d e r  r e f r i g e r a t i o n .  The r e s u l t i n g  
p a l e - y e l l o w  c r y s t a l s  w e r e  c o l l e c t e d ,  by  vacuum f i l t r a t i o n  a n d  . 
w a sh e d  w i t h  t o  mL c o l d  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  t w i c e  w i t h
°  ‘ The c r y s t a l s  w e re  t h e n  p a r t i a l l y  
t h e n  u n d e r  v a c u u m - o v e r  p h o s ­
p h o r u s  p e n t o x i d e .  -.
 ̂# %'. * '  ̂ ~
G e n e r a l l y  t h e  TNP c o l o r  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  i n
th e .  J a f f £  r e a c t i o n  i s  1 1 . 7 5  g / L .  • I n  - t h i s  s t u d y  150  mg o f
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c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r  (3 
d r i e d  by m e an s  o f  s u c t i o n ^ n d
I  ' . - 1 2 8
• l  '  ' - 1 • .■? ;► .** ’ • - *
I r e c r y s t a l l i z e d  TNP w e r e  d i s s o l v e d  i n  1QQ mL o f  d i s t i l l e d
• w a t e r .  To c o r r e c t  f o r  t h e  i n h e r e n t  u n d e r b i a n k i n g  b y  £ h e
♦ — 
r e a g e n t  b l a n k ,  a l l - t e s t  s a m p l e s  i n c l u d i n g  t h e  r e s p e c t i v e
. b l a n k s  h a d  c r e a t i n i n e  a d d e d  ( i . £ . ,  d i l u e n t )  a s  d e s c r i b e d  i n
. . t h e  TNBA s t u d y  ( B - l i 2 d ) .  A n um ber  o f  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s
w e r e  e x a m i n e d ‘( T a b l e  . I X ) . I n  a l l  c a s e s  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d
■ *
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  was s c a n n e d  f r o m  7 0 0 - 4 0 0  nm.
The r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  e m p lo y e d  i n  e x p e r i m e n t "  31 w e re  
s e l e c t e d  a s  b e i n g  o p t i m a l  on t h e  b a s i s  o f  l i n e a r i t y  a n d  s e n ­
s i t i v i t y  o f  r e s p o n s e .  U s i n g  t h e s e  r e a g e n t . v o l u m e s  t h e  r e a c ­
t i o n  t e m p e r a t u r e  a n d  d u r a t i o n  o f  h e a t i n g  w e r e  v a r i e d  ( T a b l e  
X ) .  F o l l o w i n g  t h e  r e s p e c t i v e  h e a t i n g  p e r i o d  a l l  t e s t -  s a m p l e s  
w e r e  c o o l e d  t o  room t e m p e r a t u r e  b y  meStris o f  a  w a t e r  b a t h  
p r i o r  t o  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s c a n n i n g  f r o m  7 0 0 - 4 0 0  nm. As a
r e s u l t  o f  t h i s  s t u d y  a  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  o f  40°C a n d  a
* .  • ' .
h e a t i n g  p e r i o d  o f  45 m in  w e r e  s e l e c t e d  as.  t h e '  op t im um  
o f  t h e  c o n d i t i o n s  e x a m i n e d .
jr Because* t h e r e  was a n  a p p a r e n t  c o l o r  r e a c t i o n  b e t w e e n  
s e r u m  p r o t e i n s  a n d / o r  o t h e r  s e r u m  c o n s t i t u e n t s  a n d  TNP 
r e s u l t i n g  I n  a n  o v e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  p r e s e n t  I n  
t h e  s a m p l e - a s s o c i a t e d  w i t h  a  n o n - z e r o  i n t e r c e p t ,  a  m o d i f i c a ­
t i o n  o f  t h e  i o n - e x c h a n g e  m e t h o d  o f  R o c k e r b i e  a n d  Rasraus’s e n  
(94) a s  d e s c r i b e d  I n  TNBA s t u d y  ( B - l , 2 & )  was e m p l o y e d  t o
rem o v e  t h e  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  sample- .  A queous  s t a n d a r d s
w e r e  a s s a y e d  t o  d e t e r m i n e  t l i e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  o f  c r e a t i n -
m <
i n e .  Serum s t a n d a r d s ,  t o  which,  known a m o u n t s  o f  c r e a t i n i n e  . 
w e r e  a d d e d ,  w e r e  a § s a y e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  a b i l i t y  o f  t h e




















THE REACTION CONDITIONS EMPLOYED USING 2 ,  4 >6-TRINITROPHE|OL ( 1 5 o 'm g / d L ) .  AS THE COLOR REAGENT'
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»
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T A B LE  I X  (C O N T IN U E D )
31 0 . 5 0  0 . 5 0  0 . 5 0





35 min  % 50°C
1
a )  NaOH c o n c e n t r a t i o n  = 0 . 5 0  M
(
b )  NaOH c o n c e n t r a t i o n s  0 . ^ 0  M
c )  C r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i l u e n t
d )  G r e a t i n l n e  c o n c e n t r a t i o n ,  o f  d i l u e n t
e )  C r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i l u e n t
• f )  C r e a t i n i n e '  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i l u e n t
g)  C r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d iJLuent
>
2 . 0  mg/dL 
0 . 2  mg/dL 
0 . 5  mg/dL 
0 . 2 5  mg/dL
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r e s i n  t o  s e p a r a t e  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  . o t h e r  . . J a f f l - p o s i t i v e
s p e c i e s  p r e s e n t  i n  t h e  s e r u m  s a m p l e .  / I
• To. e l u t e  t h e • c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  r e s i n  5 - 0  mL •
~ '  \ 
o f  a  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH = 12 . .A) c o n t a i n i n g  5 mg/L  c r e a t i n ­
i n e  w e r e  u s e d .  . F a l l o w i n g  m i x i n g  f o r  5 m in  a n d  . c e n t r i f u g a t i o n
a  4 .0 -m L  a l i q u o t  o f  t h e  s u p e r n a t e  was  r e m o v e d .  To t h i s ,
0 . 8  m L - o f  TNP-and 0 . 8  mL o f  0 . 5  N- NaOH w e r e  a d d e d ,  f o l l o w e d
by h e a t i n g  a t  40°C f o r  45 m i n .  T h i s  m e t h o d ' o f  s a m p l e  p r e -
t r f e a t m e n t  a p p e a r e d  t o  c o r r e c t  t h e  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  i n t e r -
%
f e r e n c e ' f r o m  J a f f e - p o s i t i v e  s p e c i e s  p r e s e n t  i n ' t h e  s a m p l e .
M o d i f i c a t i o n s  o f  t h e ■f o l l o w i n g  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n
■ m e t h o d s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( B - l , 2 c } ) ' w e r e  a l s o  exam ined . :
a c i d i c  t u n g s t a t e  p r e c i p i t a t i o n  ( 2 1 , 2 2 , 9 9 ) ;  n e u t r a l  t u n g s t a t e
p r e c i p i t a t i o n  ( 2 1 , 5 8 , 9 9 , 1 8 6 ) ; ‘a n d  BaCOH)^ -  ZnSO.^ p r e c i p i t a -
&
t i o n  a s  d e s c r i b e d  by  Som ogyi  ( 1 8 5 ) .  B o t h  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  
s t a n d a r d s  a s  w e l l  a s  s e r u m  s a m p l e s  t o  w h i c h  known a m o u n t s  
o f  c r e a t i n i n e  w e r e  a d d e d  w e r e  a s s a y e d .  T h e s e  s a m p l e s  w e re
/ ‘i
u s e d  t o  m e a s u r e  n o t  o n ly ,  t h e ' r e c o v e r y  o f  t h e  a d d e d  c r e a t i n i n e  
b u t  a l s o  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  r e s p e c t i v e  p r e c i p i t a t i o n  
m e th o d  t o  rem o v e  t h e  J a f f e - p o s i t i v e  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  t h e  
s a m p l e s .
To 2 . 5  m L - o f  t h e  Som ogy i  f i l t r a t e  s u p e r n a t e  (pH = 7 . 0 )  
0 . 5  mL e a c h  of. TNE a n d  0 . 4  N NaOH -were a d d e d  g i v i n g ,  a  r e a c ­
t i o n  m i x t u r e  pH o f  1 2 . .4 ;  T h i s  m e th o d  o f  p r e c i p i t a t i o n  p r o v e d  
t o  be .  u n s a t i s f a c t o r y  a n d  was n o t  u s e d  f u r t h e r .  The n e u t r a l  
t u n g s t a t e  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d  c o n s i s t e d  o f ' 0 . 5  mL o f  t h e  
s e r u m  s a m p l e ,  2 . 0  mL o f  d i l u e n t  c o n t a i n i n g  1 . 5  m g /dL  c r e a t i n -
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i
i n e ,  0 . 5 ' mL o f  1 0 ?  ( w / v )  s o d i u m  t u n g s t a t e  a n d  0 . 5  mL o f  0 . 6 6  
* * - ▼ ■
N H^SO^. B e c a u s e  o f  t h e  I n c r e a s e d  a c i d i t y  o f  t h e  s u p e r n a t e
o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  m e t h o d  o f  p r o t e i n _ p £ § » c I p i t a t i o n  ( i . e . ,
pH = 4 . 0 )  -to o b t a i n  a  r e a c t i o n  pH ’"of 1 2 . 4  i t  was  n e c e s s a r y
t o  i n c r e a s e  t h e  v o lu m e  o f  0 . 4  N NaOH a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n
m i x t u r e  t o  0.-6 mL w i t h  r e s p e c t . t o  _ th e  f o r m e r  m e th o d  o f
p r e c i p i t a t i o n .
• The l a s t  p r e c i p i t a t i o n  m e th o d  e x a m i n e d  ( a c i d i c  ■ t u n g ­
s t a t e )  c o n s i s t e d  o f ' t h e  same r e a g e n t  v o lu m e s  a s  t h e  n e u t r a l
V
, t u n g s t a t e  m e th o d  excepr t  1 . 0  mL o f  0 . 6 6  N was.  a d d e d
r a t h e r  t h a n  0 . 5  mL a s  i n  t h e  l a t t e r .  To a  2 .0 -m L  a l i q u o t  
o f  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t e  0 . 6  mL o f  0 . 5  N NaOH a n d  0_.5 mL . 
o f  TNP w e r e  a d d e d .  As w i t h  t h e  Somogyi  f i l t r a t e ,  b o t h  t u n g ­
s t a t e  m e t h o d s  o f  p r e c i p i t a t i o n  p r o v e d  t o  b e  u n s a t i s f a c t o r y  
i n  r e m o v i n g  t h e  o b s e r v e d  J a f f e - p o s i t i v e  i n t e r f e r e n c e ( s ) .
The f i n a l '  m e th o d  o f  p r o t e i n  r e m o v a l  e x a m i n e d  was t h e  
u s e  o f  Amicon C e n t r i f l o  m embrane  c o n e s  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  
TNBA study.-  ( B - l , 2 d ) .  To 0 . 5  mL_of t h e  r e s u l t i n g  f i l t r a t e  
• 2 . 0  mL o f  d i l u e n t  c o n t a i n i n g  1 . 0  mg/dL c r e a t i n i n e ,  0 . 5  mL 
0 . 4  N NaOH a n d  0 . 5  mL o f  TNP w e r e  a d d e d .  T h i s  ‘r e a c t i o n  
m i x t u r e  was t h e n  h e a t e d  f o r  45 min  a t  40°C p r i o r  t o  s c a n n i n g  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  f r o m  7 0 0 - 4 0 0  nm.
S e c t i o n  2 .  An I m p r o v e d  K i n e t i c  D e t e r m i n a t i o n  f o r  
C r e a t i n i n e  U s i n g  t h e  A b b o t t  ABA-100
a .  The e f f e c t  o f  p r o t e i n  .on t h e  m e a s u r e m e n J ^ o f  
r e a c t i o n  r a t e .
An a q u e o u s . c r e a t i n i n e  s t o c k  s t a n d a r d  was  p r e p a r e d  by  
d i s s o l v i n g  1 0 0 'mg o f  c r e a t i n i n e ’- d n  1 0 0 - mL o f  0 . 0 1  N HC1.
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The w o r k i n g  s t a n d a r d s  ( i . e . ,  2 , 4 , 6 , B  a n d  1 0 m g / ^ d L ^ , c r e a t i n i n e ,
r e s p e c t i v e l y )  w e r e  p r e p a r e d  by. d i l u t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e
a l i q u o t  o f .  t h e  s t o c k  s t a n d a r d  w i t h  0 . 0 1  N HC1. - A b o v i n e
*
s e r u m  a lbubpS i  (BSA)' b a s e d  c r e a t i n i n e  s t o c k  s t a n d a r d  was'  p r e - ~  
p a r e d  by  d i s s o l v i n g  100 mg o f  c r e a t i n i n e  i n  100 mL o f  a  
4.5% ( w / v )  BSA i n -’6 . 0 1  N HC1. The w o r k i n g  s t a n d a r d s  ( i , . £ . , 
1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 8 , 1 0 , 1 5  a n d  20 m g /d L  c r e a t i n i n e ,  r e s p e c t i v e l y )  
w e r e  p r e p a r e d  by  d i l u t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a l i q u o t  o f  t h e ’- 
s t o c k  s t a n d a r d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  '4.5*55 ( w /v )  BSA*.
The i n s t r u m e n t  p a r a m e t e r s  w e r e  s e t  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  
A b b o t t  ABA-100 o p e r a t i o n s ' m a n u a l  (187")’. The 2 , 4 , 6 - t r i n i t r o -  
p h e n o l  (TNP) was p r e p a r e d  j u s t  p r i o r  t o  u s e  by  a d d i n g  1 . 1  mL 
o f  2 . 5  N NaOH t o  5 . 5  mL o f  TNP ( l i . 7 5  g / L ) ,  t h e  t o t a l  vo lum e  
was t h e n  a d j u s t e d  t o  20 mL w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  -g iv e  a  
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  12 .8 .m>I TN? a n d  1 2 7  mJ-I NaOH. B o th  
a q u e o u s  a n d  BSA b a s e d  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d ,  u n d e r  
t h e  a b o v e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  c h a n g e  f r o m  
3 0 - 1 2 0  s was  m o n i t o r e d  a t ■ 3-0 s i n t e r v a l s .
b .  The o p t i m i z a t i o n  -of t h e  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o p h e n o l  a n d  
s o d i u m  h y d r o x i d e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s .
A s u rv e y ,  o f  t h e  l i t e r a t u r e  y i e l d e d  a  n u m b er  o f  TNP- 
h y d r o x i d e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  c o n s i d e r e d  by  t h e  r e s p e c t i v e  
a u t h o r s  ( 3 0 , 3 3 , 3 5 , 3 6 , 4 3 , 5 0 , 8 3 , 1 1 7 )  t o  b e  o p t i m a l  on  t h e i r  
i n s t r u m e n t , n o n e ,  o f  w h i c h  was  an  A b b o t t  ABA-100. The v a r i o u s  
T N P - h y d r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s  c i t e d  by  t h e  a b o v e  a u t h o r s  w e re  
p r e p a r e d  by  d i l u t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a l i q u o t  o f  s a t u r a t e d  
TNP ( 1 1 . 7 5  g / L )  w i t h  a  s p e c i f i c  c o n c e n t r a t i o n  o f  NaOH s u c h
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‘•••that t h e  i n d i c a t e d  T N P - h y d r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  w as  t h e  a c t u a l  
r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n c e n t r a t i o n .  The p r e p a r a t i o n  o f  t h e s e  
s o l u t i o n s  i s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e ' X I . The  r a t e s  o b t a i n e d  . f o r  
. t h e  B S A -b a se d  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s . ' . u s i n g  t h e  a b o v e  r e a g e n t
V
.  .
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  
A b b o t t  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s - d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( B - 2 , 2 a ) .
c .  ' O p t i m i z a t i o n ' o f  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f
s o d i u m  h y d r o x i d e .
• *
B e c a u s e  o f  t h e  u n s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e
*
r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  i n ' t h e  p r e v i o u s  s t u d y  ( B - 2 , 2 b )  a 
s t u d y  was u n d e r t a k e n  i n  w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  TNP was 
f i x e d  w h i l e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  NaOH was v a r i e d  o v e r  a  w id e  ' 
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .  To e n s u r e  t h a t  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a ­
t i o n  o f  TNP w o u l d  n o t  b e  r a t e  l i m i t i n g  (16-4) i t  was  f i x e d  a t  
43 mM a n d  t h e  r e a c t i o n '  c o n c e n t r a t i o n  o f  NaOH was v a r i e d . . -  ,
( . i . e . , 8 0 , 1 6 0 , 2 4 0 , 3 - 6 0  and  420 -mM, r e s p e c t i v e l y ) .  The c o l o r  
r e a g e n t  was  p r e p a r e d  a s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  X II .  The r e l a t i v e  
r e a c t i o n  r a t e s  f o r  BSA b a s e d  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  u s i n g  
t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  
t h e  A b b o t t  c o n c e n t r a t i o n s  ( B - 2 , 2 a ) .
d .  ■ O p t i m i z a t i o n  o f  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 , 4 , 6 - '
t r i n i t r o p h e n o l .
The r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  NaOH was m a i n t a i n e d  a t  
' a p p r o x i m a t e l y  210 m #  and  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  TNP 
was  v a r i e d  o v e r  t h e  r a n g e  1 . 7  t o  65 mM ( T a b l e  X I I I ) .  ' The  r e l a ­
t i v e  r e a c t i o n  r a t e s  o b t a i n e d . w i t h  B S A -b a se d  c r e a t i n i n e  s t a n ­
d a r d s  u s i n g  t h e  a b o v e  TN? r e a c t i o n - c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  com-
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PREPARATION OF THE REAGENTS FOR THE KINETIC DETERMINATION OF CREATININE
BASED pN A SURVEY OF THE LITERATURE •
'' * < .
—     1 ' f  1 i . ............     —  . . .  . "  ■
C o l o r  r e a g e n t  . Volume arid c o n c e n t r a t i o n  o f  r e a g e n t s  R e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n
u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  >______i n  mM_____ ~
TNP NaOH TNP NaOH
‘As
1. •. 4 . 5 mL o f 51 mM 35.5 mL o f oo H * ■ 5 . 1 - .40.0
2 1 8 . 0 mL o f 51 mM ; 2 2 . 0 mL o f 0.45 M 2 0 . 0 230 i O ' '
3 , 2 0 . 0 mL o f 51 > mM - 2 0 . 0 mL o f 0.45 M .. 2 1 . 0 2 0 0 . 0 < f
4 2 5 . 0 mL o f 51 mM 5.0 mL' o f ro \s\ 
*
M 38. 0 . i ;  190.0, ,






















T A B LE  X I I
V *
THE PREPARATION OF THE COLOR REAGENT WHEN THE REACTION CONCENTRATION OFt •
2 , 4 ,  6‘t TRINITROPHENOL WAS FIXED AT 43 mM AND THE CONCENTRATION. OP
I  .SODIUM HYDROXIDE WAS VARIED
Av
’ > ■
C o l o r Volume a n d  c o n f l e n t r a t i o n o f  r e a g e n t s NaOH r e a c t i o n  1
w r e a g e n t TNP NaOH W a t e r c o n c e n t r a t i o n  
*  • ■
4
. X , 30 mL o f 51 mM.
“V
1 . 0 mL o f 2 . 5 . M p 1 . 0  mL' i ‘ 80 mM
- 2 . 30 •mL o f 51 mM
4
2 . 0 ' mL o f 2 . 5 M - 160 mM
3 55 mL o f 51 mM 5 . 0 mL, o f 2 . 8 M 210 mM
4 ' • -55 mL o f 51 mM 5 , 0 mL o f 3 . 2 M t . / . 240 mM
■ 5 . 55 mL ? f 51 mM 5 . 0 mL o f .4 .2A M -320 mM
’



















TABLE; X I I I
THE PREPARATION OF THE COLOR REAGENT WHEN THE REACTION CONCENTRATION OF SODIUM HYDROXIDE 
WAS FIXED AT 210 mM AND THE CONCENTRATION OF 2 ,  *t /6 -TRIN ITRO PH $n6l  WAS VARIED .
C o l o r
r e a g e n t
Volume an d  c o n c e n t r a t i o n  o f  " r e a g e n t s
TNP NaOH W a t e r
TNP r e a c t i o n  
c o n c e n t r a t i o n
1 1 . 0 mL P* 5 1 ' mM 25 mL o f 0 . 2 5 M 3 . 0 mL ■ " 1 . 7
2 2 . 0 mL o f 51 mM 25 mL o f 0 , 2 5 M 1 . 0 mL 3 •
3 ■ it.O mL o f 51 mM 25 mL o f 0 . 2 5 M 1 . 0 mL 6 , 3
' it •11.0 mL o f 51 mM 2it mL o f 0 .  35 M 1 5 . 0
5 2 3 . 0 mL o f 51 mM• 23
o
mL o f 0 . 5 0 M' • it.O mL
*': & ,
2 1 . 0  ;
6 3 5 . 0 mL o f 51 mM 15 mL o f 0 i 7 5 M 3 2 . 0
7 5 0 . 0 mL, o f 90-. mMat>~ 50 mL o f 0 . 2 3  M i t3 .0
• 8 5 0 . 0 mL o f H i t mMa 50 mL o f 0 . 2 3 M
i 5i<. 0
9 5 0 . 0 mL o f 133 mMa ; 50 mL o f X 3 M 6 5 . 0
a )  2 , i t , 6 - T r i n i t r o p h e n o l  s o l u t i o n  was p r e p a r e d  I n  0 . 2 3  M NaOH.
uJKO
p a r e d  t o  t h o s e  'O btained u s i n g  t h e  A b b o t t  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  
( B - 2 , 2 a )
v  • *  *
e .  S i m p l e x  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o -
p h e n o l  a n d  s o d i u m  h y d r o x i d e  r e a c t i o n - c o n c e n t r a ­
t i o n s .  . •
• “ * * * v
A s i m p l e x  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  d a t a  f r o m  t h e  two  p r e v i o u s  
s t u d i e s -was p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  by  Krause- a n d  L o t t  ( 1 6 4 ) ;
t
B e c a u s e  t h i s  s t u d y ;  c o n s i s t e d  o f -  tw o  v a r i a b l e s  (.TNP and-  NaOH
*
c o n c e n t r a t i o n )  t h e  s i m p l e x  was r e p r e s e n t e d  b y  a  t r i a n g l e .
,C
As t h e  s i m p l e x  i s . m o v e d ' o r  f l o p p e d  o v e r  i t s e l f  by  r e j e c t i n g  
t h e  l e a s t  d e s i r a b l e  r e s p o n s e  i n  e a c h  t r i a n g l e  a n d  f l o p p i n g  
t h e  s i m p l e x - a w a y  f r o m  t h a t  v e r t e x ,  ' i t  i s  f o r c e d  t o  move 
t o w a r d  t h e  p o i n t  o f  op t im um  r e s p o n s e .  When t h e  s i m p l e x  
r e a c h e s  t h e  a r e a  o f  op t im um  r e s p o n s e  t h e  r u l e s . - - f o r c e  i t  
t o  c i r c l e  a b o u t  t h e  i m m e d i a t e  v i c i n i t y  o f  t h e  o p t im u m .  To- 
v e r i f y  t h a t  t h e  s i m p l e x  o p t im u m  o b t a i n e d  f o r  . t h e  TNP a n d  NaOH 
' ( i . e . . ,  TNP = 19 mM, NaOH = 210 mM) r e a c t i o n - c o n c e n t r a t i o n s  
w e re  i n f a c t  o p t i m a l , -  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  .TNP a n d  
NaOH w e r e  v a r i e d  s l i g h t l y  a b o u t  t h e  s i m p l e x  c o n c e n t r a t i o n s  
( T a b l e  XIV). A g a in  t h e  r e a c t i o n  r a t e s  o b t a i n e d  u s i n g - B S A -  
b a s e d  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  u n d e r ' t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s  w e re  
. c o m p a red  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  A b b o t t  . c o n d i t i o n s  
( B - 2 , 2 a ) .
*
• f .  . R e p r o d u c i b i l i t y  s t u d y .
„ U s ing"  a  TNP r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  19 mM a n d  a n  NaOH..
4 4
c o n c e n t r a t i o n  o f  180  mM,-both a  h i g h  a n d  low  l e v e l  c r e a t i n i n e  
q u a l i t y  cqn troT- .s^erum  w e r e  a s s a y e d  r e p e a t e d l y  on  t h e '  ABA-100





















, >'4\: TABLE XIV
THE PREPARATION OP THE COLOR REAGENT FOR THE VERIFICATION OF THE SIMPLEX OPTIMUM
C o l o r
r e a g e n t
Volume a n d  c o n c e n t r a t i o n  Qf r e a g e n t
' TNP NaOH
F i n a l  r e a c t i o n  
c o n c e n t r a t i o n  j
TNP NaOH
7
> 1 15 mL of 51* mM 25 mL of 0 .^ 0 M ;-A 17 nM 170 mM
2 ' 15 mL‘ o f 51 mM 20 mL of 0.35 M
i
M






mL of 51 mM • 27 mL of 0 .1*0 21 nM 200 mM«
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o v e r  a ^ e r i o d  o f  one  m o n t h .  T h e s e  t e s t  s e r a  w e r e  s i m u l t a n e ­
o u s l y  a s s a y e d  b y  m e an s  o f  t i l e  o r i g i n a l  A b b o t t  m e t h o d o l o g y  
( B - 2 , 2 a )  a n d  .by a n  a u t o m a t e d  J d f f £  e n d - p o i n t  m e t h o d o l o g y  
( 2 4 ) .
g .  C o m p a r a t i v e  s t u d y .
A t o t a l  o f  70 p a t i e n t  s e r a  w i t h  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  i n  . t h e  r a n g e  o f  0 . 7  t o  2 . 0  m g /dL  w e r e  a s s a y e d  by e a c h  
o f  t h e  t h r e e  m e t h o d s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  ( B - 2 , 2 f ) .  -The
*
a u t o m a t e d  m e th o d  was s e l e c t e d , a s  t h e  r e f e r e n c e  m e th o d  i n
t h i s  s t u d y .  The a b o v e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w as  s e l e c t e d  
. . •
. t^ jecause o f  a  t e s t  b i a s  p o s s e s s e d  by  t h e  ABA-10-0. m e t h o d o l o g y  
. a t  h i g h e r  c r e s a t l n i n e  c o n c e n t r a t i o n s .  The i n c l u s i o n  o f  d a t a  
f r o m  s a m p l e s  h a v i n g  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  t h a n  ■ 
2 . 0  m g /d L  .s i g n i f i c a n t l y  w e i g h t e d  t h e  c o m p a r a t i v e  d a t a  i n  
f a v o r  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d . - The s t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n  
o f  t h e  t e s t , d a t a  was p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  by  B a r n e t t  a n d  
Youden  ( 1 8 8 , 1 3 9 ) .
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' ^  . ' RESULTS AND DISCUSSION
.  ■ .  , >-y -
S e c t i o n '1 .  The S y n t h e s i s , a n d  E v a l u a t i o n  o f  a  Number o f
Compounds a s .  P o t e n t i a l  C o l o r  R e a g e n t s  f o r  - ' ^
C r e a t i n i n e  Q u a n t i f i c a t i o n
•Under t h e  r e a c t i o n 1- c o n d i t i o n s  e x a m i n e d  . t h e - ' s u b s t i t u t e d  
- p h e n y l p h e n o l s ,'  4 , 6 - d i n i t r o - 2 . - p h e n y l p h e n o l  a n d  , 2 " 7 ^ - d i r ) l t r o - 4 -  
p h e n y lp h e n o - 1  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  (pH = w e r e  ...
f o u n d  t o - a b s o r b  v e r y  s t r o n g l y  i n  t h e  region-"-trf' '-4.0Q-530 nm-.l 
The c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  u n d e r  t h e s e  c o n d i -  
t i o n s  was s,o i n t e n s e ,  t h a t  t h e  d e t e c t i o n  o f  a  r e a c t i o n ’"between 
c r e a t i n i n e  an d '  t h e  " c o l o r  r e a g e n t ,  i f  o n e  "d id  o c c u r , .w a s  
I m p o s s i b l e .  The s y n t h e s i s  o f  v a r i o u s  d e r i v a t i v e s  o f  t h e s e
-<r
com pounds  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y - I m p r o v e  t h e  w a t e r  s o l u b i l i t y  * .
n o r  was t h e  a b o v e  b l a n k i n g  p r o b l e m  Im proved ' .  A l t h o u g h '  t h e  .. 
s u l f o n a t i o n  . o f  6 - n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o l -  a t  t h e  p a r a  p o s i t i o n  
d i d  I n c r e a s e  t h e  w a t e r  . s o l u b i l i t y  o f  t h i s  c o m pound ,  ' a q u e o u s  
s o l u t i o n s  -of t h i s  compound ( 2 . 5 - 4 . 0  mM.) w e r e  f o u n d  t o  p o s s e s s  
i n d i c a t o r  p r o p e r t i e s  w i t h  r e s p e c t  t o  i n c r e a s i n g  h y d r o x i d e  . 
c o n c e n t r a t i o n . -  R e g a r d l e s s  <?f t h e  u s e  o f  a n  i n o r g a n i c  o r  
o r g a n i c  b a s e ,  a s  t h e  pH i n c r e a s e d  t h e  c o l o r  o f  t h e  r e a g e n t  
c h a n g e d  c o r r e s p o n d i n g l y  f r o m  l i g h t - y e l l o w  i n  c o l o r  a t  a  pH 
o f  *1.5. t o .  d a r k  o r a n g e  a t  a  p H - o f  1 2 . 5 .  T h i s  i n d i c a t o r  
p r o p e r t y  i s  l i k e l y  due  ffco t h e  p r e s e n c e  o f  q u l n o i a  r e s ­
o n a n c e  s t r u c t u r e s  w h i c h  a r e  known t o  b e  h i g h l y  c o l o r e d  
(S chem e 2 ) .  The p r e s e n c e  o f  n i t r o  s u b s t i t u e n t s  u p o n  t h e  
r i n g  s t r u c t u r e  w o u ld  b e  e x p e c t e d  t o  I n t e n s i f y  t h i s  c o l o r  (1 9 0 )  
A l t h o u g h  TNP e x h i b i t s "  a  c o l o r  c h a n g e  w i t h  r e s p e c t  t o  pH, t h e
143
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SCHEME 2
. d e g r e e  ' o f  c o l o r  p r o d u c e d  I s  n o t  a s  i n t e n s e  a s  t h a t  o b s e r v e d  
a b o v e .  .
N a k a d a t e  et_ a l .  ' ( 1 3 3 )  f o u n d  • 2 ,2 ’ , l i j l l ’ - t e t r a n i t r o -  
b i p h e n y l  t o  b e  r e l a t i v e l y  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  f o r  c r e a t i n ­
i n e .  'H o w e v e r , t h i s  c o l o r  r e a g e n t  was  n o t  w a t e r  s o l u b l e  a n d  
r e q u i r e d  d i s s o l u t i o n  i n  a  m e thy l_  c e l l o s o l v e - e t h a n o l  s o l u t i o n .  
The Sodium  s a l t . o f  2 , 2  ’ - d i n i t r o b i p h e n y l - 2! , _ i | ^ - d i s u l f o n i c  a c i d  
was s y n t h e s i z e d  t o  o v e rc o m e  t h i s  w a t e r  I n s o l u b i l i t y  w h i l e  
h o p e f u l l y  m a i n t a i n i n g  t h e  r e a g e n t 1s  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f -  
- i c i t y  f o r  c r e a t i n i n e .  -. Of t h e  s y n t h e t i c  m e t h o d s  e x a m i n e d ,  
t h e  m e t h o d  o f  F e ld m a n  ( 1 7 1 )  a n d  t h e  m o l t e n  s a l t  § u l f o n a t i o n  
p r o c e d u r e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( B - l , l d )  w e r e  found ,  t o  b e  t h e  
o n l y  s u c c e s s f u l ,  s y n t h e t i c  m e t h o d s  w i th -  r e s p e c t  t o  s y n t h e t i c
y i e l d  a n d  t h e - e a s e  o f  i s o l a t i o n  o f  a  p u r e  p r o d u c t .  'The f o r m e r
* • «
m e th o d  o f f e r e d  t h e  h i g h e r  y i e l d  o f  t h e  tw o  a s  t h e  l a t t e r  
m e t h o d , w a s  s e n s i t i v e  t o  t h e  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e .  B e c a u s e  o f  
t h e  n u m e r o u s  s t e p s .  I n v o l v e d  i n  t h e  d i a z o t i z a t i o n  r e a c t i o n  
(.Scheme 3 ) ,  s e v e r a l  s i d e ^ r e a c t i o n s  a p p e a r e d  t o  h a v e  o c c u r r e d ,  
a s  t h e  e n d  p r o d u c t  was  shown b y  c h r o m a t o g r a p h y  t o  b e  a  _
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m i x t u r e  o f  p r o d u c t s ,  w h i c h ' r e s u l t e d  n o t  o n l y - i n ' a  l o w  y i e l d  ^ o f  
DNBS, b u t  a l s o  t h e  a s s o c i a t e d  p r o b l e m  o f  i s o l a t i n g  t h e D N B S  
f r o m  t h e  s e c o n d a r y  p r o d u c t ’s .  B e c a u s e  o f  t h e  low  y i e l d  o f  
‘ DNBS a n d  t h e  n u m b e r  o f  s y n t h e t i c  s t e p s  i n v o l v e d , ‘ t h i s  m e th o d  
o f  s y n t h e s i s  was r e j e c t e d .  A t t e m p t s  a t  s y n t h e s i z i n g  .DNBS "  ' 
by  t h e  s u l f f c n a t i o n  o f  2 , 2 f - d i n i t r o b i p h e n y l  w i t h  e i t h e r  fu m i n g  
s u i f u r i c  a c i d  o r  c h l . o - r o s u l f o n i c  a c i d  w e r e  n o t  s u c c e s s f u l ^  
due  t o ^ h a r r ; i n g  o f  t h e  r e a c t a n t s  a n d / o r  p r o d u c t ( s ) .
The s t r u c t u r e  o f  t h i s  compound was ’shown t o  b e  'DNBS- on 
t h e  b a s i s -  o f  NMR s p e c t r a l  d a t a  a n d  t h e . f a c t v t h a t  s u l f o n i c  a c i d ’ 
g r o u p s  a r e  m e t a  d i r e c t o r s .  ‘A l s o  t h e  o b s e r v a t i o n ’ t h a t  a n
A q u e o u s  s o l u t i o n  o f  t h i s  compound e x h i b i t e d  a  . s t r o n g  a b s o r b -
-  ■ -  ' y -
. a n c e  i n  t h e  r e g i o n  o f  3 2 0 - 3 8 0 -run s u g g e s t e d  t h e  tw o n i t r o  g r o u p s
werg- l i k e l y  i n  t h e  2 , 2 ' T r i n g  p o s i t i o n s  ( 1 9 1 ) .  Upon d e s u l f o n a -
£■ •
feion o f  t h e  s y n t h e s i z e d  p r o d u c t  ( D N B S ) , t h e - p r o d u c t  o b t a i n e d  
was n o t  o n . l y ; j c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  2 , 2 ’- .  
d i n i t  r o b  i p t i& n y l  b u t  i t s - '  m e l t i n g  p o i n t  ( 1 2 1I - 1 2 6 0 C) a n d  NMR 
s p e c t r a  w e r e  i d e n t i c a l  ( .1 9 2 ) :  ■ *
Upon a d d i t i o n  o f  b a s e  t o  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  DNBS, 
t h e  a b o v e  a b s o r b a n c e  maximum u n d e r w e n t  a  b a th o b n ro m & c  s h i f t  
' to*' ^20 nm. U n d e r  t h e  e x a m i n e d  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  no  a p p a r -  
e n t  d i f f e r e n c e  i n  a b s o r b a n c e - c o u l d  b e  d e t e c t e d  b e t w e e n  t h e  
r e a g e n t  b l a n k  a n d  t h e  t e s t  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g -  c r e a t i n i n e .
T h i s  o b s e r v a t i o n  was f e l t 1 t o  b e  due  t o  t h e  h i g h ,  d e g r e e  o f  
i o n i z a t i o n  o f  t h i s  c o l o r  r e a g e n t  i n  .an a q u e o u s  m ed ium  a s  a 
r e s u l t  o f  t h e  s u l f o n i c  a c i d  s u b s t i t u t e n t . I t  was h o p e d  t h e  
d i s s o l u t i o n  o f  t h e  DNBS i n  a  s o l v e n t  s y s t e m  h a v i n g  a  l o w e r
* .p. . ■
d i e l e c t r i c  c o n s t a n t ,  t h a n  w a t e r  w o u ld  r e s u l t  I n  a  d e c r e a s e
J  . ’
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i n  t 'h e .  d e g r e e  o f  i o n i z a t i o n - . o f  t h e  DNBS, t h e r e b y  f a c i l i t a t i n g  
■the r e a c t i o n  w i t h  c r e a t i n i n e .  The d i s s o l u t i o n - o f  t h e  DNBS 
i n  t h e  v a r i o u s  a q u e o u s - o r g a n i c  s o l v e n t  sy s t-em s f a i l e d  t o  
'■ r e c t i f y  t h e  a p p a r e n t  a b s e n c e  o f  a n  - a b s o r b a n c e  d i f f e r e n c e -
•; ■'b e tw e e n ,  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d . t h e  t e s t  s o l u t i o n .  H o w ev e r ,
- -*■
• t h e  a b s o r b a n c e  maximum o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  i n  a n  a l k a l i n e  
m edium  u n d e r w e n t  a  s l i g h t  h y p s o c h r o m ic  s h i f t  t o  a r o u n d  ^00 
nm d e p e n d i n g  on  t h e  s o l v e n t  s y s t e m  u s e d  w i t h  r e s p e c t  t o  a .
Tt o t a l l y  a q u e o u s  s y s t e m  ( 4 2 0 ’ nm ). T h i s  may b e  d u e  t o  v a r i a ­
t i o n s  i n  t h e  d e g r e e  o f  d i s s o c i a t i o n  o r  i o n i z a t i o n  o f  t h e  
DNBS w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s o l v e n t  s y s t e m  e m p lo y e d .
A p o s i t i v e  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  ( p i n k - c o l o r e d  c o m p le x )
~ n . w- .
'was o b t a i n e d  w i t h  n o n - p h y s ’i o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a c e t o n e•N *
- .(1  mL o f  20?  vj(v) a n d  t o  a  much l e s s e r  d e g r e e  w i t h  a c e t o -
a c e t a t e .  B o th  .o f  t h e ' a b o v e  com pounds  u n d e r  a l k a l i n e  c o n -
.. d i t l o n s  u n d e r g o  a  r e a c t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  c r e a t i n i n e
( 1 5 .7 ,1 9 3 ) ,  t h a t  i s ,  t h e  a b s t r a c t i o n  o f  a  p r o t o n  f ro m  t h e  c a r b o n  
* /
n e x t  t o  t h e  a c i d i c  c a r b o n y l  c a r b o n  r e s u l t i n g  i n  t h e  p r o d u c -  . 
t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  c a r b a n i o n  C"CHp -  C -  CH-) w h ic h  a p p e a r s
' • • 'd
t o  b e  t h e  J a f f i - r e a c t i v e  s p e c i e s . '  - B e c a u s e  t h e  o r i e n t a t i o n  
o f  t h e  b i p h e n y l  r i n g s - t o  e a c h  o t h e r  i s  9 0 °  ’GVI-II) ( 1 9 * 0 ,  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e l a t i v e  b u l k i n e s s  a n d  t h e  d e g re e ,  o f  * 
o v e s t l a p p i n g  o f  t h e ’n i t r o  a n d  s u l f o n i c  a c i d  s u b s t i t u e n t s  (.195), 
t h e  a b o v e  o b s e r v a t i o n s  may b e  t h e  r e s u l t  o f  s t e r i c  h i n d r a n c e  
• a b o u t  t h e  m e ta  p o s i t i o n s  o f  t h e  ‘b i p h e n y l  r i n g  o f  t h e  c r e a t i n i n e  
c a r b a n i o n  b u t  n o t  t h e  s m a l l e r  c a r b a n l o n s .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s





may a l s o  b e  due  t o  t h e  g r e a t e r  c h a r g e  d e n s i t y  r e l a t i v e  t o
- -
m o l e c u l a r  s i z e  p o s s e s s e d - b y  t h e  s m a l l e r  c a r b a n i o n s  ( jL - e . ,  
c a r b a n i o n  r e a c t i v i t y )  .,(-134). An a l t e r n a t e  - e x p l a n a t i o n  
i s  b a s e d  on  th e _ w o r k  o f  K im u ra  (1 5 0 )  a n d  K ab ey a  et_ a l .  (1 9 6 )  
who o b s e r v e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  b i c y c l i c  t y p e  ’-co m p lex  ( IX )  
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s i m i l a r  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  b e tw e e n  a c e t o n e  a n d  
a l k a l i n e '  2 , 4 > 6 - t r i n i t r o b e n z e n e . - A c o m p le x  QQ s i m i l a r  t o  
t h e  a b o v e  may b e  fo r m e d  b e t w e e n  a c e t o n e  a n d  a l k a l i n e  DNBS
and .^as  s u c h  m a y 'n o t  o n l y  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  c o l o r  r e a c t i o n
* ' > *
b u t  a l s o  e x p l a i n  t h e  s u b s e q u e n t ^ a b s e n c e  o f  a  c o l o r e d  c o m p le x -  1 
f o r m a t i o n  b e tw e e n  c r e a t i n i n e - a n d  DNBS. B e c a u s e  o f  t h e
C— HH -C
S -O "
a b s e n c e  o f  a  p o s i t i v e  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  b e tw e e n  c r e a t i n ­
i n e  a n d  a l k a l i n e  DNBS no  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a t i o n  w i t h  t h i s  
com pound was c o n d u c t e d .
B o l l i g e r  ( 1 2 0 )  p r o p o s e d  t h e  u s e  o f  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  
a c i d  ( TNBA) a s  a  c r e a t i n i n e - s p e c i f i c  c o l o r  r e a g e n t .  U n d e r  
t h e  r e a c t i o n  ' c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  by  B o l l i g e r  t h e  m e th o d  • 
was f o r  t h e  l a r g e  p a r t  s e m i q u a n t i t a t i v e  i n  t h a t  t h e  c o l o r
N * .V
p r o d u c e d  w as v i s u a l l y  g r a d e d  r e l a t i v e  t o ' t h e  b l a n k  f r o m  a  
\ * 
y e l l o w - o r a n g e  a t  1  m g/dL  c r e a t i n i n e , t o  r e d  a t  5 m g /d L .  The
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Initial purpose o f  this, study.was- to optimize the reaction 
conditions such that t h e  color produced WQuld become spectro
> I _
•Jm
p h o t o m e t r i c a l l y  q u a n t i t a t i v e .  The c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
TNBA was f o u n d  t o  c o n t a i n  i m p u r i t i e s  w hicfr a p p e a r e d  t o  . . • 
^ i n c r e a s e  n o t  o n l y  t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  ■ 
\  b u t .  a l s e  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  c o l o r  r e a c t i o n  i t s e l f .
I n i t i a l  ' s t u d i e s  w i t h  TNBA show ed  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  
^ p o s i t i v e  c o l o r i m e t r i c  r e a c t i o n  b e tw e e n  a q u e o u s  c r e a t i n i n e
a n d  a l k a l i n e  -TNBA,the r e a c t i o n  p r o d u c t  h a v i n g  a  s h a r p  a b s o r b  
a n c e  maximum a t  460 nm w i t h  a. s h o u l d e r  o f  v a r i a b l e  w i d t h  
(4 9 0 - 5 5 0  n m ) . ( F i g u r e  1 ) . .  S i m i l a r  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  w e re  
o b t a i n e d  when TNBA was d i s s o l v e d  i n  50?  v / v  e t h a n o l  o r  50? 
v / v  DMSO, h a v i n g  a b s o r b a n c e  maximum a t  455 nm a n d  463 nm, 
r e s p e c t i v e l y .  A l t h o u g h  t h e  s o l v e n t  m a t r i x  e m p lo y e d  f o r  t h e  
/  d i s s o l u t i o n  o f - t h e  TNBA a p p e a r e d  t o  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  u p o n  
t h e  a b s o r b a n c e  s p e c . t r a ,  I t  d i d  m a r k e d l y  a f f e c t  t h e  t i m e  
r e q u i r e d  f o r  ' t h e  r e a c t i o n  t o  come t o  c o m p le t i o n '  a t  room  
t e m p e r a t u r e  ( i ^ .e , . ,  50?  v / v  DMSO 50 m i n ,  50?  v / v  e t h a n o l  
•8C m ih  a n d  w a t e r  160  m i n ) .  The s t a b i l i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  
c o l o r e d  c o m p le x  w as fo u n d  t o  b e  I n v e r s e l y  p ' r o p o r t i o n a i  t o  
t h e  r a t e  o f  d e v e l o p m e n t .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  may b e  d u e  t o  
t h e  v a r i a t i o n  I n  ti^e  d e g r e e  o f  d i s s o c i a t i o n  o f  th e -T N B A _ in  
t h e  v a r i o u s  s o l v e n t  s y s t e m s .  A s i m i l a r  o b s e r v a t i o n  was 
r e p o r t e d  by-.- 'Parekh a n d  Sims ( 1 3 0 )  d u r i n g  t h e i r  s t u d i e s  w i t h
3 , 5 - d i n i t r o b e n z o i c  a c i d .  . ' _ .
B o th  t h e  r a t e  a t  w h^ch  t h e  c o l o r e d  r e a c t i o n  p r o d u c t  
d e v e l o p e d  a s  w e l l  a s  I t s  s u b s e q u e n t  I n t e n s i t y  w e re  f o u n d
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‘FIGURE 1 .
■r % . •
THE ABSORPTION SPECTRUM OF THE .COLORED PRODUCT OBTAINED FROM 
.THE REACTION BETWEEN‘ALKALINE 2 , 4 ,6-TRjNITROBENZOIC ACID
AND CREATININE
■ - ■' L eg en d  ‘ *
The c o l o r e d  p r o d u c t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  b e tw e e nr
a l k a l i n e  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  a c i d  (1 5 0  m g /dL ) a n d  a q u e o u s  
c r e a t i n i n e  (10  m g/dL ) was s c a n n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  f r o m  
7 0 0 -3 5 0  nm.
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
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t.o .be  d e p e n d e n t  'on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  h y d r o x i d e '  i o n
V  'N i.  w «•
i n  t h e  r e a c t i o n  m a t r i x .  S i m i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  
by  V a s i l i a d e s  (1 5 5 )  a n d  B u t l e r  (1 5 7 )  f o r  TNP a s w e  11 a s
'B e n e d i c t  a n d  B e h r e  .(127-) -for. 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o i c  a c i d .  A
% ... /
. .low h y d r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  was f o u n d  t o  g i v e  a  n o n - l i n e a r  
1 c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  h a v i n g  a n  a b s o r b a n c e  maximum a t -  440
nm w i t h  t h e  a b s e n c e  o f  a  s h o u l d e r  a t  4 9 0 -5 5 0  nm ( F i g u r e  2 - 1 ) .
At v e r y  h i g h  b a s e  c o n c e n t r a t i o n s  (pH>l‘2 . 4 ) , a  c o l o r e d
■ s p e c i e s  fo r m e d  h a v i n g  a  n o n - l i n e a r  r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  
. ' c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  ( i . e ^ . , c o l o r  i n t e n s i t y ;  was n o t
c r e a t i n i n e  d e p e n d e n t ) .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  h a d  a  maximum 
a t  450 nm a n d  as- f o u n d  f o r  t h e  low  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a ­
t i o n  t h e r e  was a n  a b s e n c e  o f  a n  a b s o r p t i o n  s h o u l d e r  i n  t h e  
4 9 0 -5 5 0  nm r e g i o n  ( F i g u r e  2 - I I ) .  T h i s  c o l o r e d  c o m p l e x ( s )  
may b e  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  m ono- o r  d i a d d u c t  b e tw e e n  
h y d r o x i d e - i o n  a n d  t h e  TNBA d u e  t o . t h e  h i g h  r e a c t i o n  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  t h e  f o r m e r .  • S i m i l a r  a d d u c t s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  
f o r  .TNP u n d e r  v e r y  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  (1 5 7 )*
T he  a b s o r p t i o n .  s p e c t r u m  o f  t h e  c o l o r e d  p r o d u c t ,  on s t a n d ­
i n g  f o r  20 h a t  room t e m p e r a t u r e ,  u n d e r w e n t  a  h y p s o c h r o -
■ m ic  s h i f t ,  t h e  s p e c t r u m  h a v i n g  m axim a a t  447 nm a n d  367  nm, 
r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  2 - I I I ) .  G e n e r a l l y  n o  o r  v e r y  l i t t l e  
a b s o r b a n c e  was o b s e r v e d ’ a t  36.7 nm. When t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e
f ■ w a s . h e a t e d  (5  m in  a t  100°C ) a  v e r y  b r o a d  a b s o r b a n c e  maximum
was o b t a i n e d  •(% 40-455  nm) l a c k i n g  a  s h o u l d e r  i n  t h e  -  
4 9 0 -5 5 0  nm r e g i o n  s i m i l a r  t o  ( F i g u r e  2 - I I ) .  As w as 
f o u n d  f o r  b o t h  t h e  lo w  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  i o n ,
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. FIGURE 2
THE ABSORPTION SPECTRUM OF THE COLORED PRODUCT OBTAINED FROM
% ' * t  - .
THE REACTION BETWEEN ALKALINE 2-,4 ,6-TRlNlTROBENZOIC A C iD '
r. '
AND CREATININE 
L e g e n d
I .  " '^ow  h y d r o x i d e  I o n  c o n c e n t r a t i o n .
I I .  H ig h  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a t i o n .
I I I .  H y p s o c h ro m ic  s h i f t  o f  s p e c t r a  o n - s t a n d i n g .
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t h e .  d e g r e e  o f  c o l o r  p r o d u c e d  b y  t h e  t e s t  s a m p le  w as n o t*  
d i s t i n g u i s h a b l e  f ro m  t h a t  p r o d u c e d  b y  t h e  b l a n k  ( i * e . ,  c o l o r  
i n t e n s i t y  i n d e p e n d e n t  o f  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n ) .  The- . 
o b s e r v e d  s h i f t  i n  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  r e a c t i o n  
p r o d u c t  a n d  i t ' s  ' s u b s e q u e n t  d e c r e a s e  i n  c o l o r  i n t e n s i t y  
- ( o r a n g e . t o  y e i l o w )  a r e  common o b s e r v a t i o n s  w i t h  M e is e n h e im e r  
c o m p le x e s  (1 9 8 ) a n d 'm a y  a l s o ,  b e  t h e  r e s u l t  o f  a  p h o t o ­
s e n s i t i v e  r e a c t i o n .  ( 1 5 7 , 1 9 9 , 2 0 0 ) .T h e  f o r m a t i o n  o f  a  d i a d d u c t  
o f  c r e a t i n i n e  a n d / o r '  h y d r o x i d e  i o n  w i t h  t h e  TNBA ( 1 5 7 ,2 0 1 )  
i s  a l s o  a  p o s s i b i l i t y .  B u t l e r  (1 5 7 )  h a s  d e s c r i b e d  a  - s i m i l a r  
d e c r e a s e  i n  c o l o r  i n t e n s i t y  w i t h  TNP w i t h  t h e  a b s o r b a n c e  
maximum u n d e r g o i n g  a  h y p s o c h r o m ic '  s h i f t  f r o m  530 nm t o  480 nm 
i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  an  a b s o r b a n c e  
s h o u l d e r  i n  t h e  4 6 0 -5 0 0  nm r e g i o n .
B o th  s o d iu m  a n d  p o t a s s i u m  i o n s  c a n  fo rm  s a l t s  w i t h  TNBA' 
u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s .  The f o r m a t i o n  o f  s u c h  s a l t s  
m a y .a c c o u n t  i n  p a r t  f o r  t h e  s p e c t r a l  s h i f t s  o b s e r v e d  when 
■the r e a c t i o n  m i x t u r e  was a l l o w e d  t o  s t a n d - f o r  a  p e r i o d  o f  
t i m e  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  a s  w e l l  a s  t h e  c r e a t i n i n e  i n d e p e n d e n t  
r e s p o n s e  o b s e r v e d  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  KOH o r  NabH. 
B e c a u s e  TMAH d o e s  n o t  f o r m  s a l t s  w i t h  com pounds s u c h  a s  TNBA, 
i t  w as us'ed. a s  t h e  s o u r c e  o f  h y d r o x i d e  i o n  t o  s e e  i f  t h e
t
f o r m a t i o n  o f  TNBA s a l t s  w as i n  f a c t  o c c u r r i n g . ' - T h e j a b s o r p -  
■ t i o n  maximum f o r  t h e  r e a c t i o n  between.-TNBA a n d  c r e a t i n i n e  
u s i n g  TMAH u n d e r w e n t  a  h y p s o c h r o m ic  s h i f t  f r o m  460 nm (KOH 
o r  NaOH) t o  437 nm . The s p e c t r u m ^ i o w e v e r ,  r e t a i n e d  t h e  
s h o u l d e r  i n  t h e  4 7 0 -5 5 0  nm r e g i o n ,  t h e  w i d t h  o f  w h ic h  was
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v e r y  d e p e n d e n t  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  TMAH.-used: 0 . 3  mL o f
*, *  ̂ J
0 . 1  N TMAH 4 9 5 -5 1 0  n m ; ; '0 . 2  mL o f  0 . 1  N TMAH 4 8 0 -5 1 5  run; 0 .1  
mL o f  0-.1 N TMAH. 4 8 0 -5 5 0  run an d . n o  a p p a r e n t  c o l o r  r e a c t i o n  
w i t h  0 .0 5  mL of- O . i  N TMAH. =.The c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  was• -o* - . .
♦
f o u n d  t o  b e  m a x im a l  f o r  0 . 1  "mL o f  TMAH;'( 1 5 - 2 0  m in  at room
• t e m p e r a t u r e ), t h o u g h  i t  e x h i b i t e d  s o m e - p h o t o s e n s i t i v i t y  w h ic h
was n o t  o b s e r v e d  a t  t h e  h i g h e r * . c o n c e n t r a t i o n s . H o w ev e r ,  t h e
. . c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  w as . f o u n d - t o  b e  n o n - l i n e a r  w i t h  r e s p e c t  
> *
t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  i r r e s p e c t i v e  o f  th e ^  c o n c e n t r a t i o n  
. o f  TMAH u s e d .  . T h i s  s u g g e s t e d  a  p o s s i b l e  f a i l u r e  o f  t h e  r e a -  
., g e n t  b l a n k  t o  t o t a l l y  c o m p e n s a te  f o r  c o l o r  d e v e lo p m e n t  due  
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n - c r e a t i n i n e  s p e c i e s  p r e s e n t  i n  t h e ~  
s a m p l e .
The a b s o r b a n c e  maximum was f o u n d  t o  s h i f t  s l i g h t l y  
' d e p e n d i n g  on  t h e  s o l v e n t  u s e d  t o  d i s s o l v e  t h e  TNBA ( i . e . . ,
5.0% ( v /V )  DMSO .445 run a n d  50% ( v / v )  e t h a n o l  430 n m ) . As 
p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d , t h i s  a p p a r e n t  s o l v e n t  e f f e c t  i s  l i k e l y  
due  t o  t h e  d e g r e e iy o f  d i s s o c i a t i o n ,  o f  t h e  TNBA i n .  t h e  i n i t i a l  
c o l o r  r e a g e n t  r a t h e r  t h a n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  i t s e l f ,  a s  
t h e ' c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  s o l v e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  
m a t r i x  w as r e l a t i v e l y  lo w  ( a p p r o x i m a t e l y  4% ( v / v ) )  and . a s  
s u c h  i t s  e f f e c t  o n  e i t h e r  t h e  s o l u b i l i t y  o f  TNBA i n  t h e  
r e a c t i o n  m ix tu re ."  o r  t h e  d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  o f  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w o u ld  b e  e x p e c t e d  t o  b e  s m a l l .
B e c a u s e  o f  t h e  l a c k  o f  l i n e a r i t y  w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n ­
i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  u s i n g  t h e  
i n i t i a l  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  TNBA a n d . h y d r o x i d e  i o n ,
X
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i t  was n e c e s s a r y  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  t h a t  v a r i a t i o n s '  ' i n -
**\ ‘ f . ' _ / ' -5, ‘ ' •• . • ’ . . _
t h e i r  c o n c e n t r a t i o n . h a d  o n . t h e  l i n e a r i t y  o f  t h e  r e a c t i o n -
r e s p o n s e -  w i t h ,  t h e  h o p e - o f  " f i n d i n g  t h e  op tim u m  r e a c t i o n  c o n c e n - '
. .
t r a t i o n  d f  e a c h .  B e c a u s e  o f  t h e  r a t h e r  s lo w  d e v e l o p m e n t
o f  m a x im a l  c o l o r  . a t  room  t e m p e r a t u r e  (1 6 0  m i n ) ,  t h e  r e a c t i o n
t e m p e r a t u r e  w as i n c r e a s e d  f r o m  35 t o  5 b °C ; w h ic h  • .
r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  m a x im a l  c o l o r  •
d e v e lo p m e n t  t o  20 t o  '3 O’, m in .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  i n  w h ic h  a n
♦
‘e x c e s s  o f  h y d r o x i d e  i o n  was u s e d  w i t h  r e s p e c t  to '  t h e  - c o n c e n -  
t r a t i o n  o f  TNBA--(Table V) t h e r e  was no  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  " 
i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d  r e l a t i v e  t o  c r e a t i n ­
i n e  c o n c e n t r a t i o n  ( : L . e . ,- t h e  a b s o r b a n c e  d i f f e r e n c e  (AA) 
b e tw e e n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d  c r e a t i n i n e  s a m p le  was a p p r o x - '  
i m a t e l y  z e r o ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  may b e  t h e  : . r e s u l t  o f  a  s h i f t  
i n  t h e  r e a c t i o n . e q u i l i b r i u m  f ro m  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c r e a t i n i n e  
^■TNBA.adduct t o  t h a t  o f  a  h y d ro x id e -T N B A  a d d u c t ( s )  a s  d e s -  
c r i b e d  by  Abe ( 1 4 8 ) ,  C ram p to n  a n d  E l - G h a r i a n i  ( 1 4 9 )  a n d  G o ld  
and- R o c h e s t e r - ( 2 0 0 ) . ,  S i m i l a r l y  t h e .  u s e  o f  a n  e x c e s s  o f  TNBA 
( T a b l e  V)- r e s u l t e d  i n  a  r e a c t i o n  r e s p o n s e  i n .  w h ic h  a n  a b s o r b -
* 1 » y
a n c e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d  t h e  c r e a t i n i n e .
, - J "
t e s t  s a m p le  w as o b t a i n e d ;  h o w e v e r , - t h e r e  was no  m a rk e d  d i f -  ; 
f e r e n c e  (AA) o b s e r v e d  b e tw e e n  t h e  v a r i o u s  t e s t  l e v e l s . o*f 
c r e a t i n i n e  (2  m g /d L ,  4 m g /d L ,  6.. m g /d L ,  8 m g/dL  a n d  10  m g /d L ,  ; 
r e s p e c t i v e l y ) .
As o b s e r v e d  e a r l i e r  t h e  f l a t n e s s  a n d  w i d t h  o f  t h e  a b s o r p ­
t i o n  s p e c t r a  s h o u l d e r  i n ' t h e  490—5 5 0 - nm r e g i o n  w as f o u p d  t o  
b e  a f f e c t e d  by  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  i o n ;
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the h±gj^F',T h ^  concentration of hydroxide Ion the flatter ‘
and broader the shoulder. This may be the result of a
diadduct (XI) to the TNBA consisting of 1 molecule of creatln-.♦ ✓








r e a c t i o n  m i x t u r e s  w i t h  w a t e r  g e n e r a l l y  r e s u l t e d  i n  a  l o s s
n o t  o n l y l n  c o l o r  I n t e n s i t y . ' b u t  a l s c ^ I n  t h e  l i n e a r i t y ' o f
r e s p o n s e  f o l l o w i n g  c o r r e c t i o n  f  o r  ^ th e  d i l u t i o n .  . T h i s  w o u ld  .,
t e n d  t o  I n d i c a t e  t h a t  o n c e  t h e .  T N & A - 'c re a t in in e  c o m p l e x .h a s
fo r m e d  I t  a p p e a r s  t o  e x i s t  I n  a  s t a t e  o f  e q u i l i b r i u m  w i t h
i t s  e n v i r o n m e n t .  When t h i s  e n v i r o n m e n t  i s  a l t e r e d  ( d i l u t i o n ) ,
e i t h e r  t h e  s t a b i l i z i n g  f a c t o r  i s  l o s t . o r  t h e  c o l o r e d  c o m p le x
may r e a r r a n g e  i t s e l f ^ . i n  s u c h  a  f a s h i o n  t o  e s t a b l i s h  a  new
■ '  *  •  v
e q u i l i b r i u m  w i t h  I t s  e n v i r o n m e n t . . 0 '
*c . ,
s^. B e c a u s e  o f  t h e  a p p a r e n t  c o m p l e x i t y  o f  t h e  TNBA r e a c t i o n ,
•2fr
\
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•cJnly t o - '•due n o t  -O&  t h e  p r e s e n c e . - o f  a . n u m b e r  o f  unknow n r e a c t i o n '
v a r i a b l e s :  b u t  . . a l s o  t h e  s t r o n g  i n t e r d e p e n d e n c y ’' o f  th e -  rea 'cfc lon-
v a r i a b l e s . u p o n  o n e - a n o t h e r  s u c h  t h a t - t h e  r e s p o n s e ,  o b t a i n e d
.by v a r i n g  one. p a r a m e t e r  w as n o t  ' i n d e p e n d e n t  o f  t h e  o t h e r  /
r e a c t i o n  p a r a m e t e r s ,  a  s i m p l e x  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  t e s t  d a t a
• '■ . - 
was n o t  p r a c t i c a l . -  I n  g e n e r a l , t h e  r e s p o n s e  o b t a i n e d ,  w hen
one  p a r a m e t e r  w a s .  v a r i e d ,  was idore  m a rk e d  t h a n  w o u ld  b e
• e x p e c t e d , '  a g a i n  i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e ’ s h i f t  i n  t h e  d i r e c t i o n
o f  t h e  r e a c t i o n  w i t h . r e s p e c t  t o  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t ( s ) .  ’
* ’* * * •*
. : T h e r e f o r e ,  t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e . m o s t  o p t i m a l  r e a c t i o n  m i x t u r e  
, ( r e l a t i v e  t o  l i n e a r i t y  o f  r e s p o n s e  a n d  th e .  I n t e n s i t y  of. th e -  
" d e v e l o p e d  c o lo r . )  was p e r f o r m e d  l a r g e l y  o n  a  t r i a l  a n d  e r r o r  
b a s i s .  • - •" ■
• - I • ■ .
A n u m b er o f ■ r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w e re  f o u n d - t o  g i v e  a n  ,
p} e s s e n t i a l l y  l i n e a r  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t
‘ t o  c r e a t i n i n e -  c q j i c e n t r a t i o n  ( T a b l e  V , # 1 2 - 1 6 , 1 9 , 3 0 - 4 2 ) .  * T he ,.
’ r e a c t i o n ,  m i x t u r e  i n i t i a l l y - s e l e c t e d  a s  b e i n g - t h e  op tim um
, o f  t h o s e  e x a m in e d  c o n s i s t e d - p f  O'.27 mL o f  TNBA, 0 .6 3  mL o f
0 . 1  N NaOH, 0 . 2 0  mL o f  t h e .  t e s t  s a m p l e ^ a n d  -2.0 mL O f ^ w a te r
a n d  t h e n  h e a t e d  f o r  3 0 -3 5  m in  a t  4 0 - 5 0 ° C .
S p e c t r a l  data,., o b t a i n e d  d u r i n g  t h i s  s t u d y  ( T a b l e  V,
r e a c t i o n s  4 1 ,4 2  a n % 4 5 - 4 9 )  show ed  t h a t  d u r i n g  t h e  f i r s t  3 m in
o f  t h e  r e a e t i o r i " ' t h e  r a t e  was n o t  l i n e a r ;  and- p r i o r  t o ’ 2 m in4 *
*
i n t o  . t h e  r e a c t i o n , t h e  t e s t  s a m p l e s  ( c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e ) ,  
w e re  f o u n d  t o  p o s s e s s  a  n e g a t i v e  a b s o r b a n c e  when r e f e r e n c e d
v
t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k ,  w h ic h  d i s a p p e a r e d  a f t e r  a b o u t  3 m in  
I n t o  - th e  r e a c t i o n .  The r e a c t i o n  r a t e  was o b s e r v e d  t o  b e
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r e la t iv e ly  l in e a r  between 5 min" to  15 min in to  the rea c t io n ,
9 - *
• t a p e r i n g  o f f  a f t e r  20 m in  a n d  r e a c h i n g  a  p l a t e a u  a f t e r  30 
. m in .  A l th o u g h  t h e  r e a c t i o n  r a t e  s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  r e a c t i o n  
m i x t u r e s  *11,42 a n d  4 6 -4 9  g a v e  e s s e n t i a l l y  t h e  sam e r a t e  o f  
c h a n g e " p e r  u n i t  t i m e , t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  a n d  s t a b i l i t y  o f  
- t h e  f i n a l  r e a c t i o n  p r o d u c t  v a r i e d  m a r k e d ly  ( T a b l e  XV). The 
s t a b i l i t y  o f  t h e . e n d  p r o d u c t  was o b s e r v e d  t o  b e  i n v e r s e l y  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  f i n a l  c o l o r  i n t e n s i t y .  The d i f f e r e n c e s ,  
i n  f i n a l ,  c o l o r  i n t e n s i t y  b e tw e e n  t h e  v a r i o u s  r e a c t i o n  m ix ­
t u r e s  e x a m in e d  a p p e a r e d  t o ' b e  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  c o l o r  d e v e l ­
o p e d  p r i o r  t o  5 m in  i n t o  t h e  r e a c t i o n ,  w h ic h  w as l a r g e l y   ̂
. d e t e r m i n e d  by t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  TNBA a n d / o r ‘h y d r o x i d e  i o n  
u s e d .  A f t e r  5 "min h a d  e l a p s e d , t h e  r a t e  a n d  am o u n t o f  c o l o r
\ \  d e v e l o p e d  b e tw e e n  5 m in  a n d  30 m in  was r e l a t i v e l y  c o n s t a n tf o r  a l l  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s .
The a b o v e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h e  p r e s e n c e
o f  a  r e a c t i o n  l a g  p h a s e  d u r i n g  w h ic h  t h e  r e a c t i o n  o c c u r r i n g
i n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  i s  n o t  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  o c c u r r i n g  i n
- t h e  t e s t  s a m p le  a n d  a s  a  r e s u l t  o f  t h i s  t h e - r e a g e n t  b l a n k  was
o v e r c o r r e c t i n g  f o r  e n d o g e n o u s -  n o n - c r e . a t i n i n e  c o l o r  d u r i n g
t h i s  p h a s e  o f  t h e  r e a c t i o n .  •
The i n i t i a l  r e a c t i o n  r a t e  l a g  p h a s e  may ■ b e  . e x p l a i n e d '  by
t h e  p r e s e n c e  o f  a  r a t e - l i m i t i n g  s t e p  i n  t h e  r e a c t i o n  m e c h a n is m .  
>
B u t l e r  ( 1 5 7 )  h a s  p r o p o s e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  a ,  r a t e - l i m i t ­
i n g  a c t i v a t i o n  s t e p  f o r  t h e  J a f f £  r e a c t i o n .  T h i s  a c t i v a t i o n  
s t e p  a p p e a r s  t o  o c c u r  c o n c o m i t a n t l y  w i t h  t h e  p r o d u c ­
t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  u n d e r  t h e  v e r y  a l k a l i n e
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TABLE.. XV
RATE OP ABSORBANCE CHANGE AND : FINAL ABSORBANCE 
OBTAIN&brUSING 2 , 4 , 6-TRTNITROBENZOIC ACID
R e a c t i o n  . R a t e  o f  a b s o r b a n c e  c h a n g e  P i n a l  a b s o r b a n c e  
m i x t u r e .  (AA/10 m in )
l b  . 2 C '  . . l b . 2 °' .
4 1 , 4 8 0 . 0 8 2 0 . 1 7 0 0 . 7 2 5 1 . 5 0 0
. "46 0 . 0 7 6 0 . 1 6 2 - 0 . 4 6 0 0 . 8 9 0
4 2 , 4 7 o • o CO o 0 . 1 7 5 0 . 2 3 7 0 . 4 6 0
45 0 . 0 7 0 0 . 1 5 0 0 . 3 1 5 0 . 6 2 0
a )  R e f e r  t o  T a b l e 'V  f o r  d e s c r i p t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  o f  
r e a g e n t  u s e d .  • *
b ) C r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  = 4 mg/dL
c)  C r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  = 8 m g/dL
6
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<  - 163
t e s t  c o n d i t i o n s  ( 2 0 2 ) .  B e c a u s e  TNBA and. TNP a r e  s t r u c t u r a l l y  
v e r y  s i m i l a r  i t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  p o s t u l a t e  t h a t  t h e  
f o r m e r  c o u ld ,  f o l l o w  a  r e a c t i o n  s e q u e n c e  s i m i l a r  t o ^ t j f a t -  
. p r o p o s e d  by  B u t l e r  (1 5 7 )  f o r .T N P :  . . .
. . .  n/ '
%
( 1 )  C r e a t i n i n e  + 0H~------:----- :— ► C r e a t i n i n e -
( 2 )  TNBA + C r e a t i n i n e " -----------------► Janovsky c o m p l e x ( s )
• % (3 )  TNBA + OH- -------------— ► M eisen h e im er  c o m p le x
The i n i t i a l  r e a c t i o n  i s  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e
*  . • c a r t ^ n i o n  w h ic h  i s  f a s t e r  . t h a n  t h e  s e c o n d  r e a c t i o n  ( i . e . ,
r  ** . -
r a t e - l i m i t i n g )  i n  which 'TN BA  r e a c t s  -w ith  t h e  c r e a t i n i n e  
c a r b a n i o n  t o  -form  a  c o l o r e d  J a n o v s k y  c o m p l e x ( s ) .  The  r a t e  
o f  r e a c t i o n  1 i s  d e p e n d e n t  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  
i o n  w h i l e  t h a t  o f  t h e  s e c o n d  r e a c t i o n  2 i s  h o t  o n l y  d e p e n d e n t  
on t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  b u t  a l s o  on 
a  c r i t i c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  TNBA. When t h e  o p t i m a l  . r e ' a c t i o n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  TNBA, h y d r o x i d e  i o n  a n 'd /o r  c r e a t i n i n e  c a r b a n -  
. • i o n  i s  n o t  a t t a i n e d , t h e  r e a c t i o n  e q u i l i b r i a  c o u l d  s h i f t  away
f r o m  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  J a n o v s k y  c o m p le x  t o  fo r m  a n  a l t e r n ­
a t e  p r o d u c t  ( s )  ' ( i - . e .  ■, d e g r a d a t i o n  o f  t h e  J a n o v s k y  c o m p le x  o r  
f o r m a t i o n  o f  M e is e n h e lm e r  c o m p l e x ( s ) .  The f o r m a t i o n  o f  
M e i s e n h e im e r  c o m p l e x ( s )  ( r e a c t i o n  3)- i s  known t o  b e  v e r y  r a p i d ,  
m ore  s o  t h a n  t h e  f o r m a t i o n  of-_ tIje  J a n o v s k y  c o m p le x ,  e s p e c i a l l y  
i n  t h e  a b s e n c e  o f ,  o r  a t  low  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c r e a t i n i n e  
c a r b a n i o n  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h y d r o x i d e  a n d / o r  TNBA.
r
I t  i s  a s s u m e d  t h a t  when a  c r i t i c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n ­
i n e  c a r b a n i o n  i s  a t t a i n e d  r e a c t i o n s  1 a n d  2 a r e  p r e f e r r e d  o v e r  • 
r e a c t i o n  3 5 a t  w h ic h  t i m e  ' t h e  r e a c t i o n  r a t e  e x h i b i t s  p s e u d o -
_
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f i r s t  o r d e r  k i n e t i c s  w i th ,  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a ­
t i o n .  H o w e v e r ,  when t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  i o n  a n d /  
o r  TNBA i s  i n  e x c e s s -  o f  t h e  o p t i m a l  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n ,  
e i t h e r  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  r a t e s  o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  
J a n o v s k y  c o m p le x  a n d  t h e  M e is e n h e lm e r  •com plex b e co m e s  n e g l i g ­
i b l e  o r  t h e  l a t t e r  r e a c t i o n  may b e  t h e  p r e f e r r e d  r e a c t i o n  
o f  t h e  tw o .  - T h i s  l a t t e r  p o i n t  may e x p l a i n  why when a  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  TNBA a n d / o r  h y d r o x i d e  i o n ,  r e l a t i v e  t o  t h e  
c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  was e m p lo y e d  l i t t l e  o r . n o  d i f f e r e n c e  
i n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  (.AA) w as d e t e c t e d .  The a b o v e  . .w ould  a l s o  . 
e x p l a i n  why t h e  r e a g e n t  b l a n k  ( c r e a t i n i n e  a b s e n t )  o v e rc o m ­
p e n s a t e d  d u r i n g  t h e  l a g  p h a s e ' ,  a s  t h e  r a t e  o f  M e is e n h e lm e r  
co m p le x  f o r m a t i o n  w o u ld  b e  m axim al. i n i t i a l l y  i n  t h i s  t e s t  
s p e c i e s  r e l a t i v e  t o  t h e  t e s t  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e .
A p o s s i b l e  a l t e r n a t e  t o  t h e  a h o v e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  
o b s e r v e d  l a g  p h a s e  i s  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  c o m p e t i t i o n  b e tw e e n  
c r e a t i n i n e  a n d  T N B A 'fo r  t h e  h y d r o x i d e  i o n  p r e s e n t ,  w h ic h  w o u ld  
a f f e c t  n o t  o n l y  t h e  r a t e  o f  t h e  r e s p e c t i v e  r e a c t i o n  ( i . e _ . , I  o r  3) 
b u t  a l s o ,  d e p e n d i n g  on t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  
a n d  TNBAj - th e  o v e r a l l  r e a c t i o n  p r o d u c t ( . s ) .  I n  t h e  r e a g e n t  
b l a n k ,  t h e  am oun t o f  h y d r o x i d e '  i o n  a v a i l a b l e  f o r  b i n d i n g  w i t h  
TNBA I s  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t  a s  no- c r e ' a t i n i n e  . i s  p r e s e n t  t o  
c o m p e te  w i t h  t h e  TNBA f o r  t h e  i o n .  H o w ev e r ,- in  a  t e s t  s a m p l e ’ ■ • 
c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e ,  b o t h  c r e a t i n i n e  a n d  TNBA a r e  i n i t i ­
a l l y  c o m p e t in g  f o r  t h e  h y d r o x i d e . i o n .  S i n c e  c r e a t i n i n e
■L
i s  g e n e r a l l y  p r e s e n t  in ,  t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n ,  a s s o c i a t e d
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w i t h  t h e  f a c t  t h e . r e a c t i o n  b e tw e e n  f r e e  TNBA a n d  h y d r o x i d e  i o n  
i s  f a s t e r  t h a n  t h e  a b s t r a c t i o n  o f  a  p r o t o n  f r o m  c r e a t i n i n e  ( 1 5 5 i  
2 0 2 0 ,  t h e  TNBA-OH-  r e a c t i o n  ( R e a c t i o n  3 )  *is  i n i t i a l l y  p r e f e r r e d .  
As t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  TNBA d e c r e a s e s  ( i . e . ,  a s  t h e  c o n ­
c e n t r a t i o n  o f  TNBA-OH a p p r o a c h e s  i t s  m a x im a l  o r  e q u i l i b r i u m  
c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  s p e c i f i c  t e s t  m a t r i x  u n d e r  s t u d y )  t h e  
r a t i o  o f  f r e e  c r e a t i n i n e  t o  f r e e  TNBA p r e s e n t  i n  t h e  t e s t  s a m p le  
i n c r e a s e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i n i t i a l  r a t i o ' .  T h i s  r e l a t i v e  
i n c r e a s e  i n  f r e e  c r e a t i n i n e  r e s u l t s  i n  a n  e v e r  i n c r e a s i n g  p r o -  
d u c t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  ( R e a c t i o n  1 ,  c r e a t i n i n e  + 
0 H ~ ) w h i c h  may u l t i m a t e l y  -become' t h e  p r e f e r r e d  r e a c t i o n .  As 
t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  i s  f o r m e d  i t  c a n  r e a c t * 'w i t h  a n y  r e s i -  
^  d u a l  f r e e  TNBA t o  g i v e  t h e  c o l o r e d ,  J a n o v s k y  co m p lex  ( R e a c t i o n  3)
■c
T h i s  l a t t e r  r e a c t i o n  f u r t h e r  d e c r e a s e s  t h e _am ount o f  f r e e  TNBA
c
a b l e  t o  r e a c t  w i t h  h y d r o x i d e  i o n ,  h a v i n g  t h e  n e t  r e s u l t  o f  
s h i f t i n g  t h e  r e a c t i o n  e q u i l i b r i u m  f u r t h e r  away f ro m  r e a c t i o n  3 ,  
i n  p r e f e r e n c e  f o r  r e a c t i o n s  1 a n d  2 .  T h i s  p r o d u c e s  a  n e t  o v e r ­
a l l  e f f e c t  o f  s h i f t i n g  t h e  r e a c t i o n  e q u i l i b r i u m  away f ro m  . 
r e a c t i o n  3 t j w a r d s ' r e a c t  i o n s  1 arid 2 ( i  -e_ ., n e t  i n c r e a s e  I p  t h e  
. r a t i o  o f  J a n o v s k y  c o m p le x  c o n c e n t r a t i o n  t o  M e is e n h e lm e r  c o m p le x  
c o n c e n t r a t i o n  p r e s e n t  a t  any  g i v e n  t i m e ) . The d e c r e a s e  i n  a v a i l  
a b l e  TNBA may a l s o . r e s u l t  i n  a  c h a n g e  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  
r e a c t i o n  3 s u c h  t h a t  d e c o m p o s t io n  r a t h e r  t h a n  f o r m a t i o n  o f  t h e  
M e is e n h e lm e r  c o m p le x  i s  . f a v o r e d .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  t h e  TNBA—
• OH r e a c t i o n  i s  i n i t i a l l y  p r e f e r r e d ,  u l t i m a t e l y  i t  i s  s u r p a s s e d
by t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  a n d  t h e  J a n o v s k y  
*» . * ■ 
c o m p le x  e n d  p r o d u c t ,  r e s u l t i n g  in .  a  n e t  i n c r e a s e  i n  c o l o r  p r o ­
d u c t i o n .  I n  t h e  a b o v e  schem e b e c a u s e  t h e  r e a g e n t  b l a n k  d o e s
t
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n o t  c o n t a i n  c r e a t i n i n e  i t s  r e a c t i o n ' r a t e ,  d i r e c t i o n  a n d  e n d
* .
p r o d u c t  w o u ld  b e  e x p e c t e d  t o  b e  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  p o s s e s s e d  
by  a  c r e a t i n i n e  c o n t a i n i n g . ' s a m p l e .
T he  a b o v e ' p r o p o s a l - i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  p r o p o s e d  
f o r  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  by  V a s i l i a d e s  ( 1 5 5 ) -  ( i . e . , t h e  r a t e ,  
o f  TNBA-OH f o r m a t i o n  i s  d e p e n d e n t  .on [ c r e a t i n i n e - ]  a n d  [OH- ] 
w h i l e  t h e  r a t e  o f  c r e a t i n i n e ”  f o r m a t i o n  i s  d e p e n d e n t  on [TNBA], 
[0H ~] a n d  [TNBA-OH]).. B o th  o f  t h e  p r o p o s e d  r e a c t i o n  s ch em es  
a r e  i n ' a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d  and  
i n d i c a t e  t h e  e r r o r  i n  a s s u m in g  t h e  r e a c t i o n  o u tc o m e  i n  t h e  
r e a g e n t  b l a n k  i s  t h e  same a s  i n  t h e  t e s t  s a m p le - m in u s  t h e '  
e n d  p r o d u c t  due  t o  t h e  c r e a t i n i n e  p r e s e n t ,  as- t h e  p r e s e n c e  o f  ; 
c r e a t i n i n e  w o u ld  a p p e a r  t o  a f f e c t  n o t * o n l y  t h e  r a t e  o f  t h e  • 
r e a c t i o n  b u t  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  e q u i l i b r i u m .
D u r in g  t h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  TNBA e n d - p o i n t  r e a c t i o n  
c o n d i t i o n s  ( T a b l e  V) a n  a p p a r e n t  u n d e r c o r r e c t i o n  by  t h e  r e a ­
g e n t  b l a n k  was e n c o u n t e r e d .  T h i s : o b s e r v a t i o n  w a s ’ a s s u m e d * to  
be d u e  t o  t h e  f a c t  t h e  r e a g e n t  b l a n k  d i d  n o t  u n d e r g o  t h e  
sam e r e a c t i o n  s e q u e n c e  a s  t h e  t e s t  s a m p l e .  A s s o c i a t e d -  w i t h  
t h i s  a s s u m p t i o n  i s  t h e  w e l l  d o c u m e n te d  f a c t  ( 1 5 7 ) ,  t h a t  
s t r u c t u r a l  a n a l o g s  o f  t r i n i t r o b e n z e n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
e x c e s s  h y d r o x i d e  i o n  fo r m  a  n um ber o f  c o l o r e d  c o m p le x e s~N
( M e i s e n h e l m e r  c o m p le x e s )  s i m i l a r  t o  t h o s e  fo r m e d  i n  r e a c t i o n  
3 o f  t h e  p r o p o s e d  r e a c t i o n  s c h e m e .  A l t h o u g h  t h e s e  c o m p le x e s  
h a v e  a b s o r b a n c e  m axim a s i m i l a r  t o  t h a t  o f  the* c o l o r e d  J a n o v s k y  
e n d  p r o d u c t  o f  . t h e  T N B A - c r e a t i n i n e  r e a c t i o n  ( R e a c t i o n  2) 
t h e i r  r e s p e c t i v e  a b s o r p t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  a r e  l i k e l y  
d i f f e r e n t .  W ith  t h e  a b o v e  i n  m in d ,  i t  w as  f e a s i b l e
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to p o s tu la te ,  w ith .respect to  the end-point rea ct io n , that
in  the absence'of crea tin in e  the reaction  sequence i s  sh if te d
_.in favor o f  reaction  3 rather than 2,; while in  the presence
of crea tin in e  the la t t e r  reaction  i s  favored r e su lt in g  in
a decrease in  the amount o f  reaction  product obtained from reac
tion' 3- Also i f  i t  i s  assumed the ab sorp tiv ity  c o e f f ic ie n t  of
the colored complex(s).produced by reaction  3 have a. lower
ab sorp tiv ity  c o e f f ic ie n t  than reaction  2,. the outcome of
th is  i s .a reagent blank having le s s  color correction  than
i t  should, while the t e s t  sample p ossesses a higher color
*
in te n s ity  than would be expected on the basis  o f  i t s  crea t in ­
ine concentration ( i . e . ,  i f  the ab sorp tiv ity  c o e f f ic ie n t  of  
the colored product(s) o f  reactions 2 and 3 were e s s e n t ia l ly -—̂  
the same). The end r e su lt  i s  a reagent blank which under- 
correct s for the endogenous color of the o v era ll  reaction  
and as such, under the reaction  co n d it io n s■examined, i s  ' 
a poor approximation of a true blank ( i . e . ,  one which corrects  
for color produced by sp ec ies  other than creatin ine  present 
in  the t e s t  sample). _
I t  was hoped that i f  the reaction  sequence in  the rea­
gent blank could be d irected  in favor of reaction  2 the under- 
*
'blanking by the blank may be overcome ( i . e . ,  a c lo ser  approx­
imation to the true b lank). This was accomplished by adding
a f ix ed  amount of creatin ine  to a l l  t e s t  samples including
\
the blanks V addition  of a standard) in  an amount s u f f ic ie n t  
to d isp lace  reaction  3 in  favor of reaction  2. The amount 
of crea tin in e  necessary was determined by adding f ixed
L -  * -    _ _
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a m o u n ts  o f  c r e a t i n i n e  t o  t h e  t e s t  s a m p le  a n d  r e a g e n t  b l a n k ^
( r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  T a b le .  V , # 3 7 )  u n t i l  :a l i n e a r  r e s p o n s e
■curve w i t h  a  z e r o  i n t e r c e p t  ( p l o t  a b s o r b a n c e  v e r s u s  c r e a t i n -  -.
i n e  c o n c e n t r a t i o n )  was. o b t a i n e d  ( T a b l e  XVI). The v a l u e s
t a b u l a t e d  -under- t h e  co lu m n  h e a d i n g  " u r i d e r b l a n k i n g  c o r r e c t i o n  
* ' ’ * 
f a c t o r ” w e re  t h e  r e s p e c t i v e  a b s o r b a n c e  v a l u e s  w h ic h  W ere
r e q u i r e d  t o  b e  s u b t r a c t e d  f r o m  e a c h . t e s t  s a m p le  a b s o r b a n c e  
r e a d i n g . i n . o r d e r  t h a t  a  z e r o  i n t e r c e p t  was o b t a i n e d  r f o r  t h e  
r e s p o n s e  c u r v e  ( c o r r e c t i o n  o f  a n  a p p a r e n t  a b s o l u t e  e r r o r ) ,  
t h a t  I s  t h e  y  a x i s •i n t e r c e p t  o f  t h e  l i n e a r  r e s p o n s e  c u r v e  
o b t a i n e d  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  c r e a t i n i n e .  
The a d d i t i o n  o f •10  yg  o f - c r e a t i n i n e  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  
n o t  o n l y  e l i m i n a t e d  t h e  o b s e r v e d  ■ u n d e r b l a n k i n g  by t h e  r e a g e n t  
b l a n k  b u t  a l s o  m a r k e d ly  d e c r e a s e d  t h e - p r e v i o u s l y ' d i s c u s s e d  
i n i t i a l  l a g  p h a s e  i n  t h e  k i n e t i c  mode o f  a s s a y ,  ^ h e  a d d i t i o n  
o f  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c r e a t i n i n e  o f f e r e d  no  b e n e f i t  a n d  
p r o d u c e d ;  h i g h l y '  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s  w h ic h  r e q u i r e d  t h e  d i l u ­
t i o n  o f  t e s t  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c r e a -  
*
t i n i n e  b e f o r e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e a s u re m e n t  o f " t h e  end ' c o l o r
p r o d u c e d .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  . te n d  t o  s u p p o r t  t h e  p o s t u l a t e d  .
r e a c t i o n  s e q u e n c e  a s  I n d i c a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o v e r a l l
r e a c t i o n  e q u i l i b r i u m  o r  d i r e c t i o n  i n  t h e  r e a g e n t  b l a n k * h a s
b e e n  d i r e c t e d  away f r o m  r e a c t i o n  3 o r  M e is e n h e lm e r  c o m p le x  
\ *
f o r m a t i o n  t o  r e a c t i o n  2 t h e  f o r m a t i o n  o f  T N B A - c r e a t i n i n e  
co m p le x  ( J a n o v s k y )  o r  J a n o v s k y - l i k e  c o m p l e x ( s ) .  The r e a g e n t  
b l a n k  w o u ld  a p p e a r  t o  p r o d u c e  a  c o l o r e d  p r o d u c t ( s )  h a v i n g  an  
a b s o r p t i v i t y  c o e f f i c i e n t  s i m i l a r  t o  t h a t  p o s s e s s e d  b y . t h e  t e s t
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k  * * ■f . *
■ sample (i.£.» reagent' blank corrects for the endogeneous
color due to non-creatinine species in the test sample).
• * *
The r e a c t i o n  r e a g e n t  v o lum e’s  . s e l e c t e d  a t  t h i s  p o i n t  i n  
. t h e  s t u d y  a s  b e i n g  o p t i m a l  w e re  . 0 . 3  m L -o f  TNBA (150  m g /d L ) ,
• 0 . 5  mL o f  NaOH, 0 . 2  mL o f  t h e t e § i _ s a m p l e ' a n d  2 . 0  mL o f  
w a t e r  o r  2 c o n t a i n i n g  5' yg  c r e a t i n i n e / m L  .
_ ^ ^ h e a r t ^ d ^ a t^ 4 5 ° C  f o r  35 m in .  D o u b l i n g ' t h e  v o lu m e  o f  TNBA a d d e d
V
. i n c r e a s e d  t h e  f i n a l  am o u n t o f  c o l o r  p r o d u c e d  b y  l e s s  t h a n  
3 . 5 ?  s u g g e s t i n g  t h e  f o r m e r ' r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  t o  b e  
e s s e n t i a l l y  o p t i m a l  f o r  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d .
The i n c r e a s e d  vo lum e o f  -TNBA, how e-ver ,  m a r k e d ly  i n c r e a s e d  
t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  w i t h  r e s p e c t  t o  
t h e  f o r m e r  and was t h e r e f o r e , . r e j e c t e d  i n  a l l  f u r t h e r  t e s t -  
. i n g .  ' .. .
Up t o  t h i s  p o i n t  i n  t h i s -  s t u d y  o n l y  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  
t e s t  s o l u t i o n s  h a d  b e e n  e m p lo y e d .  When s tandks^ds__ j> repared  
i n  b.5% (w /v )  BSA w e re  a s s a y e d  a  m a rk e d  p r o t e i n  e f f e c t  was • 
o b s e r v e d .  U n d e r  t h e .  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  i n d i c a t e d  a b o v e ,  
w hen t h e  r e a g e n t  b l a n k  was r e f e r e n c e d  t o  t h e  s e r u m  b l a n k  
( 4 . 5 ?  (w /v j  BSA) t h e  ' f o r m e r  o n ' t h e  a v e r a g e  h a d  a n  a b s o r b a n c e  
a t  460 nm e q u i v a l e n t  t o  t h a t  f o r m e r l y  o b t a i n e d .  by a n  a q u e o u s  
c r e a t i n i n e  s t a n d a r d  c o n t a i n i n g  f ro m  1 . 4  t o  1 . 5  m g/dL  c r e a t i n ­
i n e .  i. The p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  i n  t h e  s a m p le  a p p e a r e d  t o  h a v e  
r e s u l t e d  i n  the- p r o d u c t i o n  o f  a  r e a c t i o n  e n d  p r o d u c t  ( s q u i t e  
d i f f e r e n t  f ro m  t h a t  o b t a i n e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  p r o t e i n  ‘ ( i . £ . , 
r e a c t i o n  b e tw e e n  TNBA a n d  p r o t e i n ) .  T h i s  p r e v e n t e d  t h e  u s e  
o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a s  a  m ean s  o f  b l a n k i n g  p r o t e i n  c o n t a i n -
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i n g , t e s t  s a m p l e s .  . A ls o  w hen  p r o t e i n  h a s e d  c r e a t i n i n e  s t a n -  ' - 
d a r d s  w e r e  r e f e r e n c e d  w i th ,  t h e  p r o t e i n  b l a n k ,  t h e  ' a b s o r b a n c e ,  
d i f f e r e n c e  o b s e r v e d ,  was .m a r k e d ly  l o w e r  . th a n  t h a t ,  o b t a i n e d  ~;
, when a n  a q u e o u s  s t a n d a r d  c o n t a i n i n g  a n  e q u i v a l e n t  a m o u n t  o f
' * . 4 ‘
c r e a t i n i n e ' w a s  r e f e r e n c e d  t o  i t s  r e a g e n t  b l a n k .  T h i s  o b s . e r - ' : 
v a t i o n  s u g g e s t s  n o t  o n l y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  r e a c t i o n  b e tw e e n  
TNBA.and p r o t e i n ,  b u t * t h a t . t h i s  r e a c t i o n . i s  e i t h e r  r i e g a t i v e l y  
. a f f e c t i n g  t h e ' r e a c t i o n  b e tw e e n  TNBA-and c r e a t i n i n e  o r , t h e  p r o ­
d u c t  o f  t h i s  r e a c t i o n  I s  o b s c u r i n g  t h e  c o l o r  d e v e l o p e d  by
t h e  l a t t e r  r e a c t i o n  ( i . . e . , t h e  a b s o r b a n c e  maximum o f  t h e  TNBA-
*
p r o t e i n ’ r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  t h e  sam e a s  o r  c l o s e - t o  t h a t  o f
t h e  T N B A - c r e a t in in e '  c o m p le x )  . ’S a t a k e  . a l .  ( 2 0 3 )  a n d  H abeeb
(2 0 4 )  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  a  TNBA s t r u c t u r a l  a n a l o g u e ,
2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e - l - s u l f o n i c - a c i d  u n d e r  a l k a l i n e  c o r i d i -  '
.  * * ¥ *
t i o n s ,  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n ' o f  ■ a m in e s , -  i n - w h i c h  t h e  c o l o r  
p r o d u c e d  was d e p e n d e n t  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a m in e ,  am ino  
a c i d  o r  am in o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p e p t i d e  - a s s a y e d .  .
• I n i t i a l l y  t h e  n e u t r a l  p r o t e i n - f r e e  f i l t r a t e  m e th o d  o f  
Som ogyi ( 1 8 5 )  was e x a m in e d  a s  a  m eans  o f  r e m o v in g  t h e  o b s e r v e d  
p r o t e i n  i n t e r f e r e n c e .  The u s e  o f  a  n e u t r a l - p r o t e i n  p r e c i p i ­
t a t i o n  p r o c e d u r e  o f f e r e d  a  m eans  o f  r e m o v in g  p r o t e i n  w i t h o u t ,  
.m a rk e d ly ,  a f f e c t i n g  t h e  .pH- o f  t h e  t e s t  s a n $ l e  ( 7 . 3- 7.24 f o r  
s e ru m  s a m p l e s )  a n d  s u b s e q u e n t l y  t h a t  o f  t h e - r e a c t i o n  m i x t u r e ,
*
t h e r e b y  m i n i m i z i n g  t h e  am o u n t  o f  h y d r o x i d e  I o n  - n e c e s s a r y  t o  .
■ b r i n g  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  pH t o  a t  l e a s t  1 1 . 6 .  'When t h e  BSA - 
- b a s e d  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  f o l l o w i n g  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  
w e re  r e f e r e n c e d ; t o  t h e  r e s p e c t i v e  s e ru m  b l a n k , n o  d i f f e r e n c e
i
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' was detected  between the absorbance values at- 460 nm obtained: /
-with; the above standards and those obtained with^.their resp ec- .
’ ' . ~ , * ■ * *v • • *
' ’ tive.aqueous crea tin in e  standardvequivalent, which, was a ls o  . : 
subjected to  the p r e c ip ita tio n  p ro cess . The' alb’umin-based•
• "  s t a n d a r d s , h o w e v e r ,  d i d  p o s s e s s ’ a  much h i g h e r  a b s o r b a n c e  '
b e lo w  .460 nm t h a n  d i d  t h e  a q u e o u s  s t a n d a r d s  a l t h o u g h  i t  a p p e a r e d
-* • ’ ' ’ '  *
 ̂ t o  h a v e  no  a p p a r e n t  . e f f e c t  o n  t h e  r e c o v e r y  o f  c r e a t i n i n e  - .<
- ■? *
■ J y ' + *
ad d ed .: t o  t h e  BSA s o l u t i o n .  (.95%. o r - b e t t e r ) .  . T h e  r e c o v e r ^  o f
: . - ' 1  >• . '
c r e a t i n i n e  .a d d ed  t o  ^ r u m - s a m p l e  s . .  w a s - m a r k e d ly  l o w e r  t h a n  i n
‘
. t h e  f o r m e r  s i t u a t i o n .  The am o u n t 'o f  . c r e a t i n i n e  n o t - r e c o v e r e d  '
; w as . e s s e n t i a l l y . -  t h e  same-, i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  am o u n t o f  c r e a -  ’
t i n i n e  a d d e d  s u g g e s t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p o t e n t i a l  a b s o l u t e  
e r r o r . -  T h i s  l o s s  o f . c r e a t i n i n e ■was f o u n d - t o  v a r y  w i t h  t h e  
■ ^am ount o f  Bh(OH02 andyZnSO^. a d d e d  d u - r in g  t h e  p r e c i p i t a t i o n  
p r o c e d u r e  ( e . g . ,  l o s s  o f  1 . 2 5  m g/dL  f o r  0 . 5  mL s a m p l e ,  1 . 0  mL
a ' ' ■
o f ' ZnSOjj a n d  B a(O H )2 ,  arid. 2 . 5  mL o f  w a t e r ,  a n d .  0 . 7  m g /d L  f o r  
• * • •
^  0 . 5  mL s a m p l e ,  0 . 5  m l o f 'Z nS O '^  a n d  B a ( 0 H )2 a n d  2 . 5  mL o f
w a t e r ) .  ’ T h e , u s e  o f  v o lu m e s  s m a l l e r  t h a n  0 . 5  mL o f  B a ( 0 H )2
a n d  ZnSO^ f a i l e d  t o  b r i n g  a b o u t ' p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n .  T h i s
p o o r  r e c o v e r y  o f  a d d e d ‘o r e a t - i n i h e  may b e  d u e  t o  t h e  c o p r e c i p -
i t a t i o n - o f  t h e  c r e a t i n i h e  w i t h  t h e  Zn p r o t e i n a t e  a n d / o r  BaSO^
f o r m e d .  The p r e s e n c e  o f  a  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o r  e n t r a p -
p m en t o f  t h e  c r e a t i n i n e  b y  , t h e  g l o b u l a r  p r o t e i n  f r a c t i o n  o f
C • .
se ru m  ( i . e . . ,  t h i s  l o s s  was n o t  o b s e r v e d -  w i t h  a l b u m i n )  i s  a l s o  
a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n .  B e c a u s e . o f  t h e  p o o r  r e c o v e r y  o f
i
c r e a t i n i n e  u s i n g  t h i s -  p r e c i p i t a t i o n  m e th o d ,  o t h e r  m e th o d s  w e re  .
e x a m in e d .
/
"  - ■ y
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The u s e  o f  t h e  n e u t r a l *  t u n g s t l c  a c i d  p r o c e d u r e  ( f i l t r a t e
pH r a n g e  3 * 5 , t o  4 . 5 )  o f  F o l i n  C2Q5) a s  d e s c r i b e d  b y  Owen 'e t
' * * * * . •  • . *
a l .  ( 2 1 )  a n d  B erkm an  ( 1 8 6 )  g a v e  e s s e n t i a l l y  t h e  sam e r e s u l t s
a s  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  BaCOH)^ -  ZnSO^ p r o c e d u r e .  Owen 
e t  a l .  ( 2 1 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  r e c o v e r y  o f  a d d e d . c r e a t i n ­
i n e  i s  low  w hen t h e  f i l t r a t e  'pH i s  g r e a t e r  t h a n  2 . 0 ,  w h ic h  
t h e y  p o s t u l a t e d  w as d u e ' t o  t h e  a b s o r p t i o n  o f  c r e a t i n i n e  upo n  
t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n .  The e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  l o s s ' l ‘s  more- l i k e l y  d u e  t o  t h e ,  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  
o f  c r e a t i n i n e  t o  a  p r o t e i n ( s )  d u r i n g  a n d / o r  p r i o r  t o  p r e c i p i ­
t a t i o n .  B e c a u s e  t h e  pH o f  t h e  f i l t r a t e  i s  a c i d i c  ( p H - 4 . 0) 
w i t h - ^ e s p e c ^ ' t o  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  t h e  s e ru m  p r o t e i n s ,  
t h e s e  p r o t e i n s  w i l l  t e n d  t o  b e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  ( p r o t e i n * )  
u n l i k e  t h e  s j l t u a t i o n  i n  n o r m a l  s e r u m  (p H « 7 -4 ) ‘ i n  w h ich , t h e y  
g e n e r a l l y  c a r r y  a  n e g a t i v e  c h a r g e .  The c h a n g e  i n  s u r f a c e  
c h a r g e  d u r i n g  p r e c i p i t a t i o n  may p r o d u c e  a  c h a n g e  i n  t h e  
■ s t r u c t u r a l  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  r e s u l t i n g  i n  t h e .  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  a n d / o r  e n t r a p m e n t  o f  t h e .  c r e a t i n i n e . "  S i n c e  
t h e  pK o f  c r e a t i n i n e  i s  4 . 8 3  ( 2 0 6 ) ,  a t  t h e  pH o f  t h e
CL
f i l t r a t e  (p H = 4 .0 )  a  l a r g e  p o r t i o n  o f . t h e  c r e a t i n i n e  w i l l  b e
on t h e  b a s i c  s i d e  o f  i t s  pK ( n e g a t i v e l y  c h a r g e d )  a n d  a s  s u c h  
> a  
w o u ld  b e  s u s c e p t i b l e  t o  e l e c t r o v a l e n t  b p n d i n g  by" t h e  p r o t e i n
c a t i o n .  To v e r i f y  t h i s  a s s u m p t i o n  t h e  a c i d i c  t u r i g s t a t e  p r e ­
c i p i t a t i o n  m e th o d s  o f  Owen et_ a l .  ( 2 1 )  a n d  B ro d  a n d  S i r o t a
N
( 2 2 )  w h ic h  y i e l d  f i l t r a t e  pH v a l u e s  o f  2 . 0  o r  l e s s ,  w e re  
e x a m i n e d .  The m ean  pH o f  t h e  p r o t e i n  f i l t r a t e s  was 1 .6 .  and-
f
a s  a  r e s u l t  a l l  t h e  s e ru m  p r o t e i n s  a n d  c r e a t i n i n e  w o u ld  b e
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on  t h e  a c i d  o r  p r o t o n a t e d  s i d e  of: t h e i r  r e s p e c t i v e  pK -f s  a n d  A 
t h e r e f o r e ,  a r e  n o t  l i k e l y  t o  h e  a t t r a c t e d  t o  e ach ,  o . t h e r .  .
. Owen e t  al. .(.21) h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  r e c o v e r y  o f  c r e a t i n ­
i n e  w as pH d e p e n d e n t  a n d  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a c i d  t u n g s t a t e
1 4
m e th o d  g a v e  r e c o v e r i e s - 1 0 ' t o  1 5 $  h i g h e r  t h a n  t h e  n e u t r a l  t u n g -  
* s t a t e  m e th o d .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s , n o t  o n l y  w as a n  im p r o v e ­
ment- in* t h e  r e c o v e r y  o f  c r e a t i n i n e  o b s e r v e d  (8 0 -9 0 % ) ,  b u t  a -  
l i n e a r  r e s p o n s e  c u r v e  was o b t a i n e d .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  
a c i d i c  n a t u r e  o f  t h e  r e s u l t i n g  p r o t e i n - f r e e  f i l t r a t e  i t  was 
n e c e s s a r y  t o  i n c r e a s e —t h e —am o u n t o f  h y d r o x i d e  i o n  a d d e d  t o  
t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  t o  c o m p e n s a te  f o r  t h i s  ( i . e . ,  0-55 mL 
o f  0.4 N NaOH, 0.35 mL o f .  TNBA a n d  2.0 mL o f  th e .  p r o t e i n -  
f r e e  f i l t r a t e ) .  The i n c r e a s e d  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  
r e s u l t e d ,  'h o w e v e r ,  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  v e r y  i n t e n s e l y  
c o l o r e d  b l a n k  a n d  a n  e n d  p r o d u c t  h a v i n g - a  c o l o r  s t a b i l i t y  
o f  2 0 -2 5  m in  c o m p a re d  w i t h  35 m in  o r  m ore  f o r  t h e  p r e v i o u s  
s t u d y .  T h i s  d e c r e a s e d - s t a b i l i t y  o f  t h e  'en d  p r o d u c t  m a y .b e  
p a r t i a l l y -  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r a t h e r  p o o r  r e c o v e r y  o f  a d d e a c *  
c r e a t i n i n e  w h ic h  may i n  a c t u a l  f a c t  b e  h i g h e r  ' t h a n  t h a t  
o b s e r v e d .  S c a n d r e t t  ( 6 6 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  s m a l l  
q u a n t i t i e s  o f  p r o t e i n ( s ) ,  d e p e n d i n g  on  t h e i r  i s o e l e c t r i c . p o i n t  
( e _ . g . , some m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  h a v e  v e r y  a c i d  p i ' s )  a n d / o r  
t h e i r  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  , p r o t e o s e s ,  p e p t o n e s )  i n  p r o -  ‘
t e i n - f r e e  f i l t r a t e s  of- s e ru m  o r  p l a s m a  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  
J a f f £  r e a c t i o n  a n d , t h e r e f o r e ,  w o u ld  l i k e l y ,  i n t e r f e r e - w i t h  t h e
I
TNBA. B e c a u s e  I t  a p p e a r e d  t h a t  a n  e s s e n t i a l l y  c o n s t a n t  am o u n t 
o f  c r e a t i n i n e  was n o t  r e c o v e r e d  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  am o u n t
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a d d e d ,  t i l l s  l o s s ^ n a y  b e  s o l e l y  o r .  p a r t i a l l y  d u e  t o
c o p r e c i p i t a t i o n  o r  e n t r a p p a e n t “ b f  t h e '  c r e a t i n i n e  w i t h  t h e '
* * 
p r o t e i n  p r e c i p i t a t e .
The p e r c e n t a g e  o f  t h e - a d d e d  c r e a t i n i n e -  r e c o v e r e d * i n _ t h i s  
s t u d y  d i d  n o t  a g r e e  w i t h  t h e  r e c o v e r i e s  (90 -1 0 0 % )  c i t e a  i n  
t h e  l i t e r a t u r e  ( 2 1 , 2 2 , 7 0 , 9 8 , 9 9 )  f o r  t h e  a c i d i c  t u n g s t a t e  
p r e c i p i t a t i o n  m e th o d  i n  w h i c h  t h e  . J a f f £  r e a c t i o n  was  u s e d  t o  
q u a n t i f y  t h e  c r e a t i n i n e .  B e s i d e s  t h e :  d i f f e r e n c e  i n  t h e  
c o l o r  r e a g e n t  u s e d , t h e s e  h i g h e r  r e c o v e r i e s  may b e  p a r t i a l l y  
d u e  t o  t h e  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  u n d e r b l a n k i n g  b y  t h e  r e a g e n t  
b l a n k ,  a  p o i n t  n o t  m e n t i o n e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  Owen e t  a l .  
( 2 1 )  h a v e  shown t h e ' a b s o r b a n c e  . o f  a n  a l k a l i n e  T N P - c r e a t i n i n e  
c o m p le x  t o  b e  h i g h e r  f o r ' a n  i n i t i a l l y  a c i d i c  s e r u m  s a m p l e  
r e l a t i v e  t o  a ’n e u t r a l  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d .  S i n c e  t h e  
r e c o v e r i e s  c i t e d  i n  t h e s e  r e f e r e n c e s  ( 2 1 , 2 2 , 7 0 , 9 8 , 9 9 )  w e re  
c o m p a r e d  t o  a q u e o u s  s t a n d a r d s  - t h e  r e c o v e r i e s  o b s e r v e d  a r e  
l i k e l y  -more a p p a r e n t  t h a n  r e a l ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  l i g h t  o f  
t h e  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  e q u i l i ­
b r i u m  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s a m p l e  m a t r i x . '  f .
■ To o v e rc o m e  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r e p a r a t i o n  
o f  p r o t e i n - f r e e  f i l t r a t e s  a n  i o n - e x c h a n g e  s y s t e m  was u s e d  
i n  w h i c h  t h e  c r e a t i n i n e  was r e m o v e d  f r o m  t h e  t e s t  s a m p l e  v i a
a  c a t i o n i c  r e s i n  a n d  t h e n  e l u t e d  w i t h ,  a  p h o s p h a t e  b u f f e r  
p r i o r  t o  i t s  q u a n t i f i c a t i o n .  T h e ' m e t h o d  e m p l o y e d  was a  mod­
i f i c a t i o n  o f  t h o s e  p r o p o s e d  by P o l a r  a n d  M e t c o f f  ( 2 6 )  and  
R o c k e r b i e  a n d  R a s m u s s e n  ( 9 ^ )  a n d - w a s  I n i t i a l l y  e m p lo y e d  f o r  
t h e  r e m o v a l  o f  c r e a t i n i n e  f r o m  . a q u e o u s  s t a n d a r d s .  B e c a u s e
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- t h e  pH o f  t i i e  e l u a t e  f r o m  t h e . I o n - e x c h a n g e  p r o c e s s  h a d  on  t h e  
‘ •' a v e r a g e  a t pH o f  1 2 . 2 ,  no  h y d r o x i d e  I o n  was  I n i t i a l l y  a d d e d  a s  
i t  was  f e l t  t h a t  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  .TNBA, t h e  r e a c t i o n '  ' 
m i x t u r e  . w o u l d  b e  s u f f i c i e n t l y  a l k a l i n e "  ( p H = 1 1 .6 5 )  t o  e f f e c t  
a  r e s p o n s e  ( 2 . 0  mL e l u a t e , .  ' 0 . 3 5 ' n i l  TNBA (1 5 0  m g/dL )  a n d  1 . 3  
mL o f  w a t e r  c o n t a i n i n g  10 p g  o f  c r e a t i n i n e ) .  T h i s ,  h o w e v e r ,  
p r o v e d  t o - b e  i n a d e q u a t e  a s  a  m S n - l i n e a r  a b s o r b a n c e  r e s p o n s e  
was  o b t a i n e d  a t  460 nm. The a d d i t i o n  8 f  h y d r o x i d e  i o n  ( T a b l e  
6 , # 1 - 2 0 , 2 3 )  r e s u l t e d  i n  a  r e a c t i o n  pH o f  a r o u n d  '12.3-*' The 
s u b s e q u e n t  i n t e n s e l y  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s  r e s u l t e d  i n  
l i t t l e  o r  no  d i f f e r e n c e  i n  c o l o r  i n t e n s i t y  b e t w e e n  
t h e  b l a n k  a n d  t e s t  s a m p l e  a t  460 nm a n d  4 7 5 -5 5 0  nm. Upon t h e  
a d d i t i o n  o f  0 . 1  N H-Cl ( T a b l e  V I ,# 1 4 , 1 5 )  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  
- t h e  r e a c t i o n  pH d r o p p e d  t o  1 1 . 4 - 1 1 . 6  and" a n  e s s e n t i a l l y  l i n e a r  
r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  was'' o b t a i n e d  
a t  460 nm w i t h  a q u e o u s  s t a n d a r d s .  R e a c t i o n  m i x t u r e s  21,2_2 a n d  
2 4 ( s e e  T a b l e  VT) g a v e  l i n e a r  r e a c t i o n  r e s p o n s e  c u r v e s  a s  w e l l .  - 
H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e  a b o v e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  a c c e p t a b l e
t •
f o r  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  ( e . g . ,  s e r u m  
' . b a s e d ) .  G e n e r a l l y  t h e  u s e  o f  a n  i o n - e x c h a n g e  s e p a r a t i o n  w i t h  
t h e s e  s t a n d a r d s  r e s u l t e d  i n  a  l o s s  o f  l i n e a r i t y  o f  r e s p o n s e  
a t  b o t h  460 nm a n d  4 7 5 - 5 5 0  nm, t h e  p r o d u c t i o n  o f  i n t e n s e l y  
c o l o r e d  r e a c t i o n  m i x t u r e s  ( i . - e . ,  m a r k e d l y  m o re  c o l o r e d  t h a n  
J  an  a q u e o u s  s t a n d a r d  h a v i n g  t h e  same c r e a t i n i n e  c o n t e n t )  a n d
p o r t i o n s  o f  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  e x h i b i t e d  s u b - z e r o  a b s o r b ­
a n c e s .  B e c a u s e  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  w e r e  n o t  o b t a i n e d  w i t h  
a q u e o u s  s t a n d a r d s  I t  w o u ld  a p p e a r  t h e  p r o b l e m  l i e s  w i t h  some
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c o n s t i t u e n t  ( a ) ‘ i n  t h e  p r o t e i n - b a s e d  s t a n d a r d s ' .  I t  i s  u n l i k e l y - - 
t h i s  was d u e  t o  a n  i n t a c t -  p r . o t e i n ( s ) '  a s :  i t  w o u ld  tie r e a d i l y  
r e m o v e d '  b y  t h e  - n a t u r e . o f  the*  i o n - e x c h a n g e - p r o c e s s  u s e d  :
The i n t e r f e r e n c e  was  m o r e  l i k e l y  t h e  r e s u l t  o f  o t h e r  s e r u m  
c o n s t i t u e n t s ^  s u c h  a s  p r o t e i n  f r a g m e n t s  ( p e p to n e s ,  p r o t e o ' s e s  
e t c . ) ,  a m in o  a c i d s  a n d  a m i n e s - w h i c h  may h a v e  b e e n  a d s o r b e d  
o n t o  t h e  ccfLumn' w i t h  c r e a t i n i n e  a n d  s u b s e q u e n t l y  e l u t e d  ( t h e
• co lu m n  i s  f a r  f r o m  s p e c i f i c  f o r  c r e a t i n i n e ) .  As t h e  a b o v e  
s p e c i e s ' a r e  .known t o  r e a c t  w. ith  TNBS u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s
4
( 2 0 3 , 2 0 7 }. 2 0 8 ) t h e y , t h e r e f o r e ,  c o u l d  r e a c t  w i t h  TNBA un-der  
s i m i l a r  c o n d i t i o n s .  B e c a u s e  o f  t h e  a b o v e  t h e  u s e  o f  i o n -  
e x c h a n g e  s e p a r a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  f r o m  t h e  s a m p l e  m a t r i x  was 
u n s u c c e s s f u l  a s  *a m eans  o f  r e m o v i n g  t h e  a p p a r e n t  T N B A - p r o t e i n  
r e a c t i o n .  I r r e s p e c t i v e  o f  t h e  c a u s e  o f  t h i s  i n t e r f e r e n c e  i t  
o n c e  a g a i n  b e c o m e s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  c o m p o s i t i o n  ( m a t r i x )  o f  
t h e  s a m p l e  a s  w e l l  a s  i t s  c r e a t i n i n e  c o n t e n t  h a s  a  m a r k e d  
e f i ^ j c t  o n . t h e . r e a c t i o n  o u tc o m e  a n d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h £  e n d
• p r o d u c t  ( l . e _ . , r e a c t i o n  e q u i l i b r i a ) .
The u s e  o f  Amicon C e n t r i f l o  s e l e c t i v e  f i l t r a t i o n  . c o n e s ,  
a s  a  m eans  o f  r e m o v i n g  t h e  s p e c t r a l  i n t e r f e r e n c e  due  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  i n  t h e  s a m p l e , p r o v e d  t o  be  u n s u c c e s s f u l  
a s  t h e  r e a g e n t  b l a n k  c o u l d  n o t  b e  u s e d  a s  a  r e f e r e n c e  a g a i n s t  
w h i c h  t h e  s e r u m  t e s t  s a m p l e s  w e r e  r e a d  ( n o n - l i n e a r ,  r e s p o n s e ) .  
H o w e v e r ,  when a  s e r u m  b l a n k  was u s e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  a  l i n e a r  
r e s p o n s e  was o b t a i n e d .  A g a in  t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  
s e r u m  b l a n k  was  m uch  d a r k e r  t h a n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  s u g g e s t ­
i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a  r e a c t i o n :  b e t w e e n  TNBA a n d  some t e s t
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s a m p l e  c o n s t i t u e n t  o t h e r  t h a n  c r e a t i n i n e .  S i n c e  t h e  m o l e c u l a r
 .....  w e i g h t  “c u t  o f f ' f o r - t h e s e  c o n e s ‘was a p p r o x i m a t e l y  1 0 , 0 0 0 ,  I t  I s
q u i t e  p o s s i b l e  t h a t  n o t  . o n l y  s m a l l  p r o t e i n s  c o u l d  p a s s  t h r o u g h  .
t h e  c o n e  b u t  v a r i o u s  p r o t e i n  f r a g m e n t s  ( p e p t o n e s ,  p r o t e o s e s - )
a s  w e l l ,  w h i c h  a l l  r e a c t  w i t h . a l k a l i n e  TNBA. The u s e  o f  a
s e r u m  b l a n k  a s  t h e  r e f e r e n c e  f o r  e a c h  t e s t " s a m p l e  a l t h o u g h
a n a l y t i c a l l y  c o r r e c t  may b e  som ewhat  i m p r a c t i c a l  f o r  r o u t i n e
l a b o r a t o r y  u s e .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  a l k a l i n e  TNBA u n d e r g o e s
a  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e ,  w i t h  c r e a t i n i n e  i t s  . e x t r e m e  s e n s i -
*
t i v i t y  t o  o t h e r  s a m p l e  c o n s t i t u e n t s - ( s a m p l e  m a t r i x )  d o e s  n o t  
. w a r r a n t  i t  a s  a  v i a b l e  s u b s t i t u t e  f o r  TNP a t  t h i s  t i m e .
2 , ' 4 , 6 - T r i n i t r o b e n z e n e - l - s u l f o n i c  a c i d  (TNBS) a s  a  . s t r u c ­
t u r a l  a n a l o g u e  o f  TNBA n o t  o n l y  h a s  a-, h i g h e r  w a t e r  s o l u b i l i t y  
t h a n  TNBA ( a s  a  s t r o n g  a c i d  i t  t o t a l l y  i o h l z e s  i n  w a t e r ,  pH 
o f  150 m g / d L = 2 .0 )  b u t  the .  p r e s e n c e  o f  a h  a d d i t i o n a l  o x y g e n  
g r o u p  m akes  t h e  g r o u p  a  s t r o n g e r  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g
s p e c i e s  t h a n  , t h e  -C00H g r o u p  i n  TNBA. The p r e s e n c e  o f  -SO^H 
a s . a  s u b s t i t u e n t  on  a n  a r o m a t i c  r i n g  r e s u l t s  i n  t h e  a c t i v a t i o n  
o f  t h e  r i n g  w i t h  r e s p e c t  t o  a r o m a t i c  n u c l e o p h i l i c  s u b s t i t u ­
t i o n .  B e c a u s e  t h e  s u l f o n i c  a c i d  g r o u p  i s  a  s t r o n g e r  r i n g  
a c t i v a t o r  t h a n  t h e  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p  o f  TNB‘A,' TNBS s h o u l d  
t h e r e f o r e  e x h i b i t  a  g r e a t e r  r e a c t i v i t y  o r  s e n s i t i v i t y  t o  
c a r b a n i o n s  ( e . g . ,  c r e a t i n i n e )  t h a n '  TNBA.
•' ■ As w i t h  TNBA i n  t h e  a b s e n c e  o f  b a s e ,  TNBS d i d  n o t  e x h i b i t  
any  s p e c t r a l  a b s o r b a n c e  i n  t h e  3 5 0 - 7 0 0  nm r e g i o n .  Upon a d d i ­
t i o n  o f  b a s e  a  b r o a d  p e a k  i n  t h e  r e g i o n  o f  4 75—525 nm a n d  a  
s h a r p  s i n g l e t  a t  435 nm w e r e  o b s e r v e d  ( r e f e r e n c e d  t o  d i s t i l l e d
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w a t e r -) . The'  a d d i t i o n  o f  c r d a t i r t i n e  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  
I n  t h e  h e i g h t  o f _ t h e  47-5-525 nm p e a k  w i t h  n o . c h a n g e  i n  t h e  
i n t e n s i t y  o f  t h e  435 nm m a x i m u m - ( F i g u r e  3 r e f e r e n c e d  t o  
d i s t i l l e d  w a t e r ) . T h e ' ' i n t e n s i t y  o f  t h e  l a t t e r  p e a k  was t h e  
same a s  when c r e a t i n i n e  was, a b s e n t  I n  t h e  s a m p l e  I n d i c a t i n g  
t h i s  p e a k . t o  b e  due  t o  a  n o n - c r e a t i n i n e  d e p e n d e n t  r e a c t i o n  
( e n d o 'g e n o u s  b a c k g r o u n d  c o l o r ) .  I t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  
r e a c t i o n  b e t w e e n  c r e a t i n i n e  a n d  TNBS■r e s u l t s  i n  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  a  c o l o r e d  p r o d u c t ( s )  h a v i n g  a  m a x i m a l  a b s o r b a n c e  
i n  t h e  same r e g i o n  a s  a l k a l i n e  TNBS, t h a t  i s ,  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  i n t e n s i t y  o f  an  a b s o r b a n c e  p e a k  w h i c h  i s - a l r e a d y  p r e s e n t  
i n  t h e  b l a n k .  A s i m i l a r  s i t u a t i o n  e x i s t s  i n  t h e  J a f f e  r e a c ­
t i o n  i n  w h ic h  a l k a l i n e  T N P -Is  f o u n d  t o  a b s o r b  i n  t h e  4 9 0 -5 2 0  
nm - r e g io n  a s .  d o e s  t h e  T N P - c r e a t i n i n e  c o m p le x  ( 1 4 9 ) .
The i n i t i a l  s t u d i e s  w i t h  TNBS w e re  c o n d u c t e d  u s in g -  t h e  
c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  by  M u ra ta -  e t  a d .  ( 1 2 3 )  a n d  S a t a k e  e t  a l . 
( 2 0 7 )  f o r  3 , 5 - d i n I t r o b e n z e n e  s u l f o n i c  ' a c i d  a n d  t h o s e  l i s t e d  
i n  T a b l e  V I I .  The l a t t e r  g e n e r a l l y  g a v e  a n  e s s e n t i a l l y  l i n e a r  
r e s p o n s e  c u r v e s  h a v i n g  n o n - z e r o  I n t e r c e p t s ,  a s  I n  t h e  TNBA 
s t u d y .  H o w e v e r , - t h e  r e a g e n t  b l a n k s  t e n d e d ' . t o  b e  r a t h e r  
i n t e n s e l y  c o l o r e d  a n d  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  s t a b i l i t y  was l e s s  
t h a n  t h a t  o b s e r v e d  f o r  t h e  TNBA ( a p p r o x i m a t e l y  20 m l n ) . B o th  
o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  l i k e l y  due  t o  u s e  o f  an  e x c e s s  
am o u n t  o f  TNBS a n a  o r  h y d r o x i d e  i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .
The a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o b t a i n e d  f o r  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  
s t a n d a r d s  when r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t . b l a n k  c o n s i s t e d  o f  
a  s i n g l e t  p e a k  h a v i n g  a  maximum a t  4 7 2 - 4 7 7  nm ( F i g u r e  4 ) .
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FIGURE 3 . _ ‘
THE ABSORPTION SPECTRUM O F .THE COLORED PRODUCT OBTAINED FROM 
*
THE REACTION BETWEEN ALKALINE 2,4,6-TRINITROBENZENE SULFONIC 
ACID'AND AQUEOUS CREATININE-
L e g e n d  "
The  c o l o r e d  p r o d u c t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  
a l k a l i n e  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e f f e  s u l f o n i c  a c i d  a n ’d (1 5 0  mg/dL)  
a q u e o u s  c r e a t i n i n e  (10  mg/dL)  was s c a n n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r . i c a l l y  
f r o m  7 0 0 - 3 5 0  nm ( r e f e r e n c e d  t o  w a t e r ) .
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
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'  ______________  FIGURE *4 :.* * x 
• «
THE■ABSORPTION SPECTRUM OF THE COLORED PRODUCT OBTAINED FROM . 
THE REACTION EiETWEEN ALKALINE 2,4,6-TRINITROBENZENE
. 4
SULFONIC ACID AND CREATININE
L e g e n d  /  -
The c o l o r e d  p r o d u c t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  
a l k a l i n e  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n i c  a c i d  (150  mg/dL)  a n d  
c r e a t i n i n e  (10  m g/dL )  was s c a n n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  f r o m  
7 0 0 - 3 ^ 0  nm ( r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k ) .
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  - e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
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FIGURE 4
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A' s l i g h t  s o l v e n t  e f f e c t  u p o n  t h e ’ a b s o r b a n c e  maximum was -
. o b s e r v e ! ? ,  when t h e  TNBS c o l o r  r e a g e n t  was  p r e p a r e d  i n  50?
*  J . \
( v / v )  m e t h a n o l  o r  e t h a n o l ,  i n  w h i c h  t h e  maximum u n d e r w e n t  .a 
s l i g h t  b a ' t h o c h r o m i c  s h i f t  f r o m  475 nm t o  480 nm. The w i d t h  
o f  t h e  s i n g l e t  a b s o r b a n c e  p e a k  was v e r y  s e n s i t i v e  t o  pH, 
t h a t  i s  a t  a  pH v a l u e  o f  l l i . 8  o r  l e s s  i t  t e n d e d  t o  b e '  r a t h e r  
b r o a d  a n d  b e cam e  m ore  n a r r o w  a s  t h e  pH a p p r o a c h e d '  t h e  o p t i m a l  
pH o f  1 2 . 0 - 1 2 . 2 .  The t e s t  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h e  e x i s t e n c e  
o f ’a  d e l i c a t e  b a l a n c e  b e t w e e n  t i r e  h y d r o x i d e  i o n .  a n d  t h e  
TNBS r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  i n t e r d e p e n d e n c y  was f o u n d
4 * ' .
t o  b e  m ore  s e n s i t i v e  t o '  c h a n g e  t h a n  t h a t  n o t e d  f o r  TNBA, 
wt^ich w o u l d  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  g r e a t e r  
p o t e n t i a l '  r e a c t i v i t y ;  o f  TNBS’r e l a t i v e  t o  TNBA ( e _ - £ . ,  r a t e  
o f  t o t a l  c o l o r  d e v e l o p m e n t  a t  40°C was f o u n d  t o  b e  f a s t e r , f o r  
TNBS ( 2 0 - 2 5  m in )  t h a n  f o r  .TNBA ( 3 0 - 3 5  m i n ) ) .  The o b s e r v e d , ' 
n o n - z e r o  i n t e r c e p t  i n  t h e ’- r e s p o n s e  c u r v e s  was g e n e r a l l y  due  • 
t o  u n d e r b l a n k i n g  b y  t h e  r e a g e n t  b l a n k .  T h i s  was l a r g e l y  
r e c t i f i e d ,  a s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  i n  the^TNBA s t u d y ,  by t h e  
a d d i t i o n  o f  - a  known am o u n t  o f  c r e a t i n i n e  (2.0 y g )  t o  a l l  t e s t  
s a m p l e s . ' '
As with-TNBA, TNBS was observed to give a positive 
colorimetric reaction with protein. The reaction between 
TNBS and protein was more marked than that observed with TNBA 
and'resulted .in a hypsochromic shift of the maximum from^475- ■ 
nm to 435 nm. Even'when the protein cont.aining creatinine 
standards were referenced to a blank containing protein,little 
or no absorbance was observed in the 475 nm region, suggesting
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a  p r e f e r e n c e  o f  t h e  a l k a l i n e  TNBS f o r  p r o t e i n  r a t h e r  t h a n  
/
c r e a t i n i n e .  T h i s  T N B S -p ro . te in  i n t e r a c t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
by  o t h e r s  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  r e a c t i o n  . b e t w e e n '  t h e  TNBS 
a n d  t h e  a m in o  g r o u p s ' o f  t h e  p r o t e i n s  g i v i n g  a  p r o d u c t ( s )  - 
h a v i n g  a  m a x i m a l  a b s o r b a n c e  f a l l i n g ,  i n  t h e  r e g i o n  o f  4 0 0 - 4 3 0
♦ . i .
nm d e p e n d i n g  on  t h e  r e a c t i o n  pH ( 2 0 3 , 2 0 7 ) .  B e c a u s e  o f  the- 
• p r e s e n c e  o f  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  b e t w e e n  TNBS-and p r o t e i n ,
«
i t  was  n e c e s s a r y  t o  s t u d y  v a r i o u s ,  m eans  o f  r e m o v i n g  t h e  - l a t t e r  
f r o m  t h e  s a m p l e  m a t r i i  i n  o r d e r  t h a t  t h e  c r e a t i n i n e  i n , t h e -  
s a m p l e  c o u l d  b e  q u a n t i f i e d .
U n l i k e  t h e  TNBA s t u d y  n o n e  o f  t h e  p r o t e i n  f r e e - f i l t r a t e  . 
p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d s  e x a m i n e d  w e r e  s u c c e s s f u l  i n * r e m o v i n g  
t h e  o b s e r v e d  p r o t e i n  i n t e r f e r e n c e  ( t h e  a c i d i c  t u n g s t a t e  
m e th o d  o f  Owen - e t  a l . ( 2 1 )  d i d  p r o d u c e  t h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  
i m p r o v e m e n t ) ' .  The u s q  o f  t h e  i o n - e x c h a n g e  m e th o d  f o r  r e m o v a l  
o f  c r e a t i n i n e '  f r o m  t h e  s a m p l e  m a t r i x ,  a s  w i t h  TNBA w a s 1f o u n d  • 
t o  b e  s a t i s f a c t o r y  w i t h  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  u s i n g  
t h e - r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  i n * T a b l e  V I I I .  The  r e a c t i o n  
pH f o r  t h e s e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  f e l l  i n  t h e  r a n g e  o f  1 1 - 9  t o  
1 2 . 1 .  A l l  t h e s e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  p o s s e s s e d  a  v e r y  s h a r p
f
a b s o r b a n c e  maximum a t  475 nm a n d  g a v e  a  l i n e a r  r e a c t i o n
r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  (4 7 5  nm) a l t h o u g h  t h e i r
s e n s i t i v i t y  o f  r e s p o n s e  v a r i e d  m a r k e d l y  ( i . £ . , .  t h e  f o l l o w i n g
r e s p o n s e  m e a s u r e d  i n  a b s o r b a n c e  u n i t s / m g / d L  c r e a t i n i n e  w e re
o b t a i n e d  f o r  t h e  l i s t e d  r e a c t i o n  m i x t u r e s :  1 = 0 . 0 3 5 ;  2 = 0 . 1 5 2 ;
3 = 0 . 1 3 5 ;  4 = 0 . 3 3 7 ;  5 = 0 . 3 4 0 ;  6 , 7 = 0 . 4 1 0 ) ^  B e c a u s e  r e a c t i o n  -
s y s t e m s  5 - 7  g a v e  more  I n t e n s e l y  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s  t h a n  
\  .
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4, the la t t e r  was : even tu a lly  se lec ted , as being the .
o p t im u m  a n ^ w a s  u s e d  f o r  t l i e  a s s a y -  o f  p r o t e i n  b a s e d  c r e a t i o n - -  ■
■ i n e  s t a n d a r d s .
The i o n - e x c h a n g e  s e p a r a t i o n  w a s ' f o u n d  t o  b e  u n s u c c e s s ^
€
f u l  i n  t o t a l l y  e l i m i n a t i n g  t h e  p o s i t i v e  T N B S - p r o t e i n - r e a c t i o n -  
when p r o t e i n  c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  w e r e  u s e d .  As., 
w i t h  t h e  TNBA, t h e  i n t e r f e r e n c e ; w a s  u n l i k e l y  d u e  t o - p r o t e i n  
i t s e l f  b u t  t o  p r o t e i n  f r a g m e n t s ,  a m i n e s ,  am ino  a c i d s  e t c . ,  
p r e s e n t  i n . t h e  s a m p l e  w h i c h  may h a v e  co lu m n  a d s o r p t i o n  a n d  
e l u t i o n  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  c r e a t i n i n e .
The u s e  o f  t h e  Amicon f i l t e r  c o n e s  a s  o b s e r v e d  wi th-  
TNBA f a i l e d  t o  r e m o v e  t h e  p r o t e i n  i n t e r f e r e n c e ,  l a r g e l y  duek
t o  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  r e m o v e  s m a l l  p e p t i d e s  h a v i n g  m o l e c u l a r
• . w e i g h t s  b e l o w  t h e  c u t - o f f  o f  t h e  c o n e s  ( 1 0 , - 0 0 0 ) .
T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  a l k a l i n e  TNBS g a v e  a  p o s i t i v e
' ^
l i n e a r  r e s p o n s e  w i t h  c r e a t i n i n e  ( a q u e o u s  m a t r i x ) ,  i t  was  f o u n d  
t o  b e  more  s e n s i t i v e  t h a n  TNBA t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  
i n  t h e  s a m p l e .  I t  was a l s o ,  f o u n d  t o  b e  v e r y  s e n s i t i v e  t o
i
t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d  a s  w e l l  As an  a p p a r e n t  s e n ­
s i t i v i t y  t o  s p e c i e s  o t h e r  t h a n  c r e a t i n i n e  i n  t h e  s a m p l e .  The
l a t t e r  p o i n t  may b e  p a r t i a l l y  e x p l a i n e d  by  t h e  i n c r e a s e d
<
d e g r e e  o f  i o n i z a t i o n  o f ‘t h i s  c o l o r  r e a g e n t  i n  s o l u t i o n  a s  
w e l l  a s  t h e  i n c r e a s e d  r i n g  a c t i v a t i o n  due  to.  t h e  p r e s e n c e  o f  
t h e  s u l f o n i c  a c i d  r e s i d u e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  -OH g r o u p  o f  
TNP. “ -
I n  1 9 3 6  B o l l i g e r  ("120) p r o p o s e d  t h e  u s e  o f  2 , 4 , 6 -  
t r l n i t r o t o l u e n e  (TNT) a s  a  c o l o r  r e a g e n t  f o r  c r e a t i n i n e  quAn-
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t i f i c a t l o n ,  h o w e v e i j .u n d e r  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  h a  p ' ropo 'sed
• • . ’ * J
t h e  t e s t  p r o v e d  t o  b e  o n l y  s e m i q u a n t i t a t i v e  h a v i n g . a  r e l ­
a t i v e l y  u n s t a b l e  c o l o r e d  e n d  p 'T o d u c t i  U n d e r  t h e  i n i t i a l
f, ' 1 / _ '  ̂ ’
^ ^ r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  s t u d i e d  ( I . e . - ,  1 - 0  mL w a t e r ,  0 . 5  mL 0 . 2 5  
N KOH, .1 .0  xnL o f  t e s t  s a m p l e  a n d  0 . 1  mL o f  TNT (500  m g / d L ) )  
a  r a t .h & r  b r o a d  a b s o r p t i o n  maximum o f .  4 1 5 - 4 4 0  nm was o b t a i n e d .  
I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  l e s s  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  a n d  
h y d r o x i d e  I o n  w e r e  u s e d ,  w h i c £  p r o d u c e d  a  n a r r o w i n g ,  o f  t h i s  
b r o a d  maximum t o  g i v e  a  s h a r p  maximum a t  435' nm ( F i g u r e  5) 
w h i c h  e x h i b i t e d  a  l i n e a r  r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c r e a t i n ­
i n e - t e s t ,  c o n c e n t r a t i o n .  The r e a g e n t  b l a n k  when r e f e r e n c e d  
t o  w a t e r  a l s o  e x h i b i t e d  a  s h a r p  maximum a t  435 nm t h o u g h  l e s s  
I n t e n s e .  A ‘s i m i l a r  s i t u a t i o n  e x i s t s  i n  t h e  J a f f £  r e a c t i o n - i n
w h i c h  t h e  p r e s e n c e  o f  c r e a t i n i n e  p r o d u c e s  a n  i n t e n s i f i c a t i o n
< • /*
a n d  b r o a d e n i n g  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  maximum ( 1 5 7 ) .  . The f a c t  
b o th ,  t h e  r e a g e n t  . b l a n k  a n d - t e s t  s a m p l e  p o s s e s s e d  e s s e n t i a l l y  
t h e  same a b s o r p t i o n  maximum w o u ld  t e n d  t o W n d i c a t e  t h a t  t h e  
J a n o v s k y  c o m p l e x e s  f o r m e d  ( X I I )  h a v e  v e r y  s i m i l a r  s p e c t r a l  
p r o p e r t i e s  w h i c h  was n o t  t h e  c a s e  w i t h  t h e  TNBS a n d  TNBA.
/
The c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e s e - p o l y n i t r o  c o m p l e x e s  i s  d e p e n -  • 
d e n t  on t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  a d d u c t ( s )  
p r e s e n t  i n  s o l u t i o n  ( 1 5 6 , 1 5 7 , 2 0 1 ) .  The r a t h e r  low s e n s i t i v ­
i t y  w i t h  r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  o b s e r v e d  w i t h  
"TNT may b e  p a r t i a l l y  due  t o  t h e  r a t h e r  i n t e n s e l y  c o l o r e d  
r e a g e n t  b l a n k  o b t a i n e d  u n d e r  t h e  I n d i c a t e d  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  
( i . e _ . , t h e  a b s o r p t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  e n d  
p r o d u c t  may b e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  t e s t  s a m p l e  p r o d u c t ) .
r
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r
■ i  FTGOHE 5  , . .
.THE ABSORPTION SPECTRUM OP THE OQDORED FRODOCT OBTAINED FROM 
THE REACTION BETWEEN ALKALINE 2,4,6~TRIN3TR0T0OlENE AND
CREATININE
. Ihe colored product obtained from the reaction between alkaline 
2 , 6 —trinitrotoluene (500 mg/dL In 60* (v/v) acetone or ethanolj and 
aqueous creatinine (10 mg/dL) was scanned spectrophotomstrical ly from 
700-350 nm.
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I f  I n d e e d  t h e  r e a c t i o n ^  I s  an  e q u i l i b r i u m  o r o c e s s  a s  d i s c u s s e d
s  4  *
■, '' e a r l i e r , a l t h o u g h  t h e  a d d i t i o n  o f  c r e a t i n i n e  t o  t h e  r e a c t i o n
m i x t u r e  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e d  am o u n t  o f  t h e  c r e a t i n i n e  
a d d u c t  b e i n g  f o r m e d  r e l a t i v e  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k ,  t h e  c o n ­
c e n t r a t i o n  o f  r e a g e n t  b l a n k  e n d  p r o d u c t  ( e . £ . , M e i s e n h e i m e r  
t- c o m p le x  ( 2 0 9 , 2 1 0 ) i n  t h e  t e s t  s p e c i e s  may b e  l e s s  t h a n  t h a t
o b t a i n e d  w i t h  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d  t h e r e f o r e ,  r e s u l t s  i n  an  
o v e r c o r r e c t i o n  f o r  e n d o g e n o u s  c o l o r  p r o d u c t i o n  r e s u l t i n g  i n  t h e  
u n d e r e s t i m a t i o n  o f . t h e  . c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n .  B e c a u s e  
o f  t h e  low  s e n s i t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  I n t e n s e l y  c o l o r e d  
b l a n k s , n o  f u r t h e r  s t u d y  was p e r f o r m e d  a t  t h i s - t i m e .
P a r e k h  e t  a l .  ( 1 3 0 - 1 3 2 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h e  use- o f  3 , 5 -  
d i n i t r o b e n z o y l  c h l o r i d e  a n d  m e t h y l  3 , 5 - d i n i t r o b e n z o a t e  a s  
c o l o r  r e a g e n t s  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  c r e a t i n i n e .  U n d e r
t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  by t h e  a u t h o r s  f o r  TNBC1»
*
a n d  MTNB, i t  was  o b s e r v e d  t h a t  t h e * a c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  i n  t h e  
a l k a l i n e  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( I . e . ,  I n  t h e  a b s e n c e  o f  c r e a t i n i n e )
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
• 191
was  c h r o m o t o g r a p h i c a l l y  I n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o -  
b e n z o i c  a c i d  (TNBA). S i n c e  b o t h  TN B C l-and  MTNB h a d  m a r k e d l y  
d i f f e r e n t  v a l u e s  t h a n  TNBA, i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  I n i t i a l '  
c o l o r  r e a g e n t  was  a b s e n t - .  U n d e r  t h e  r a t h e r  a l k a l i n e  r e a c t i o n
c o n d i t i o n s  o f  . t h e  c o l o r  r e a g e n t s  1% I s  n o t  u n l i k e l y  t h a t  t h e
. . .  v
c o l o r  r e a g e n t s  w p u l d  b e  h y d r o l y z e d  ( b a s e  c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s )  
t o  TNBA. P a r e k h  e t  a l .  ( 1 3 0 )  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  s u c h  a n
*
a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o c c u r s  w i t h  b o t h  3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l -  
c h l o r i d e  a n d  m e t h y l  3 , 5 - d i n i t r o b e n z o a t e  t o  g i v e  3 , 5 - d i n i t r o -  
b e n z o i c  a c i d ,  w h i c h  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  a c t i v e -  c o l o r  r e a g e n t  'and 
n o t  t h e  f o r m e r  c o m p o u n d s . The i n - s i t u  g e n e r a t i o n  o f  t h e
t
a c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  may h o w e v e r  b e  n o t e w o r t h y  a s ^ a  m eans  o f  
p r o d u c i n g  a  r a t h e r  p u r e  f o r m  o f - ' a  compound w h i c h  i s - n o t  
r e a d i l y  o b t a i n e d  i n  -a p u re ,  f o r m ,  f r o m  a- f o r m  o f  t h e  compound 
( e . £ . , e s t e r )  w h i c h  dan- n o t  o n l y  b e  e a s i l y  p u r i f i e d  h u t  I s  
a l s o  r e l a t i v e l y  s t a b l e .  MTNB was  n o t  o n l y  r e a d i l y  s y n t h e ­
s i z e d ,  i s o l a t e d  -and p u r i f i e d ,  b u t  was  f o u n d  t o  m a i n t a i n  i t s -  
i n i t i a l  l e v e l  o f  p u r i t y ,  w h i l e  TNBA was. n o t  o n l y  d i f f i c u l t  t o  
o b t a i n  i n  a  p u r e  f o r m  b u t  o n c e  p u r i f i e d  f a i l e d  t o  r e m a i n  s o .  
T h e r e f o r e ,  TNBA t h e  a c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  was p r o d u c e d  w i t h i n  
t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  by t h e  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s * D f  MTNB.
The s u l f o n y l  c h l o r i d e s  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  e s t e r s  do 
n o t  u n d e r g o  a l k a l i n e  c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s  a s  r e a d i l y  a s  t h e i r  
c a r b o x y l  c h l o r i d e  c o u n t e r p a r t s .  W i t h  t h i s  i n  m in d  b o t h  2 , 4 , 6 -  
t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n y l  c h l o r i d e  (TNBSCl) an d  m e t h y l  2 j 4 , 6 -  v 
t r i n i t r o b e n z e n e  s u l f o n a t e  (MTNBS) w e r e  e x a m i n e d  u n d e r  t h e  
r e a c t i o n -  c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  TNBC1 a n d  MTNB. A l t h o u g h  t h e  r a t e
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o f  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  c o l o h  r e a g e n t s  a p p e a r e d  t o  b e  
"• som ew ha t  s l o w e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  f o r  TNBC1 a n d  MTNB, t h e  
e n d  r e s u l t  waNs t h e  same a n d  t h e  a c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  was 
c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  i n d i s t i n g u i s h a b l e  from, TNBS. The u s e  o f  
e s t e r i f i e d  c o l o r  r e a g e n t s  i n  p l a c e  o f  t h e  u n e s t e r i f i e d  r e a ­
g e n t  h a s  l i t t l e  t o  o f f e r  when t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  i s  
e x t r e m e l y  a l k a l i n e  a s .  t $ e  e s t e r  l i n k a g e  Is .  • r e a d i l y ' h y a r o ' l y z e d  
An e x c e p t i o n * t o  t h i s  w o u ld  b e  i n  s i t u a t i o n s  w h e r e  t h e  a c t i v e  
c o l o r , r e a g e n t  i s  u n s t a b l e  a n d / o r  I m p u r e  i n  o r . o u t  o f  s o l -  
t i o n ,  w h i l e  i t s  e s t e r s  o f f e r  c o n s i d e r a b l y  more  s t a b i l i t y  
a n d / o r  a r e  more  r e a d i l y  p u r i f i e d  a n d  m a i n t a i n e d  i n  s u c h  a  
s t a t e .  The p u r e  e s t e r  w o u l d , t h e r e f o r e , r e a d i l y  b e  h y d r o l y z e d  
i n  s o l u t i o n  t o  g i v e  t h e  r e l a t i v e l y  p u r e  fo r m  o f  t h e  n o n -  
e s t e r f i e d  a c t i v e  c o l o r  r e a g e n t  ( i n  s i t u  g e n e r a t i o n  o f  t h e  
c o l o r  r e a g e n t ) . ^ ,
' A s u r v e y  o f  t h e  l i t e r a t u r e  ( 2 0 , 2 1 , 2 3 , 7 0 , 7 5 , 8 3 , 8 5 , 1 8 1 )
• i n d i c a t e d  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e
JS&
i o n  u s e d  by  t h e  r e s p e c t i v e  a u t h o r s  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  10
t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h a t  e m o lo y e d  I n  t h i s  s t u d y  ( T a b l e  t f l l l ) .
* *
U s i n g  a n  I n i t i a l  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  150 m g/dL  I fnd  a  
r e a c t i o n  pH o f  1 2 . 1 ,  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  w e re  
o b s e r v e d  t o  p r o d u c e  a c o l o r e d  end  p r o d u c t  w i t h  an  a b s o r p t i o n  
s p e c t r u m  c o n s i s t i n g  o f  a  s h a r p  s i n g l e t  p e a k  w i t h  a n  a b s o r b a n c e  
maximum a t  470^nm ±5 nm ( F ig u r e -  ' 6 - 1 ) .  The s h a p e  o f  t h i s  
s p e c t r u m  was m a r k e d l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  g e n e r a l l y  o b t a i n e d  
a t  t h e  h i g h e r  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  ( i . e . ,  much b r o a d e r  




Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
FIGURE 6 '
» V
THE ABSORPTION SPECTRUM OF THE COLORED PRODUCT OBTAINED FROM 
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I n t e n s i t y  o f  “t h e  r e a g e n t  b l a n k  u s i n g  t h e  l o w e r  p i c r a t e  c o n ­
c e n t r a t i o n  d i d  n o t  v a r y  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h e  b l a n k  o b t a i n e d  
u s i n g  t h e  h i g h e r  p i c r a t e . c o n c e n t r a t i o n  (2 3 )  f r o m  700 nm t o  
510 nm. B e lo w  510 nm t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e  l a t t e r  was
. ET? '
m a r k e d l y  m ore  i n t e n s e  t h a n  t h e  f o r m e r  ( e . £ .  , 500 nm -  0 . 0 5 0 , 
^90 run -  0 . 1 5 0 ,  480 nm -  0 . 3 6 0 ,  470 nm -  0 . 9 0 0  a n d  b e l o w
v-
4 5 0 ‘ > 2 . 5 0 0 ) .  /
The r e l a t i v e l y  b r o a d  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m ,  o b t a i n e d  a t  t h e  
h i g h e r  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  may b e  due  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  
a  s e c o n d a r y  p r o d u c t ( s )  due  t o  t h e  e x c e s s  p i c r a t e  p r e s e n t .
I n  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  r e a c t i o n  schem e b a s e d  o n . t h a t  
p r o p o s e d  by  B u t l e r  ( 1 5 7 ) , an  e x c e s s '  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  w i t h  
r e s p e c t  t o  t h e  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  a l l o w  t h e  r e s ­
i d u a l  c o l o r  r e a g e n t  t o  u n d e r g o  o t h e r  r e a c t i o n s ' .  F o r  e x a m p l e ,
i n  t h e  r e a g e n t  b l a n k  t h e  r e s i d u a l  p i c r a t e  i o n  ( i . e . ,  t h e
\  ’
- p i c r a t e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  i n  e x c e s s  o f  t h a t  u s e d  i n  t h i s ' s t u d y
( 1 . 0  mM)) c a n  r e a c t  w i t h  t h e  e x c e s s  h y d r o x i d e  I o n  n o r m a l l y  
p r e s e n t  t o  f o r m  a  M e i s e n h e i m e r  c o m p l e x ( s )  a n d / o r  mono-  o r  
• d i h y d r o x y l  p i c r a t e  a d d u c t s  (1 4 9 )  b o t h  o f  w h ic h  a r e  known t o  
p r o d u c e  c o l o r e d  e n d  p r o d u c t s  a b s o r b i n g  i n  t h e  500 nm r e g i o n  
( 1 9 9 , 2 0 0 ) .  I n  a d d i t i o n  i t  w o u ld  b e  n a i v e  n o t  t o  e x p e c t  a n ­
i o n i c  s e r u m  c o n s t i t u e n t s  o t h e r  t h a n  c r e a t i n i n e  ( e _ . £ . , p r o t e i n ,
'-1  & 
a c e t o n e ,  a c e t o a c e t a t e )  t o  r e a c t  w i t h  t h e  r e s i d u a l  p i c r a t e  i o n .
The c o l o r e d  e n d  p r o d u c t ( s )  o f  t h i s  r e a c t i o n  h a v e  a b s o r p t i o n  
maxima a r o u n d  500 n m / ^ A l l  t h e  a b o v e  r e a c t i o n s  w o u l d  t h e r e ­
f o r e  r e s u l t  I n  a b r o a d e n i n g  o f  the- a b s o r b a n c e  maximum.
The r e l a t i v e l y  n a r r o w  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o b t a i n e d  u s i n g
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t h e  l o w e r  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p r o p o s e d  
r e a c t i o n  s y s t e m  may f a c i l i t a t e  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  p i c ­
r a t e  i o n  a n d  t h e . c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  by  m i n i m i z i n g  t h e  
l i k e l i h o o d  o f  s e c o n d a r y  e n d  p r o d u c t s  ( n o r i - c r e a t l n i n e J  an d  
t h e r e b y  m i n i m i z e  t h e  d e g r e e  o f  s p e c t r a l  b r o a d e n i n g .  I t  may 
b e  t h a t  t h i s  l o w e r  ' c o n c e n t r a t i o n  o f  p i c r a t e  i s  c l o s e r  t o  t h e  
o p t i m a l  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t t i a t '  p r e s e n t l y  u s e d  I n  
t h e  J a f f £  r e a c t i o n .
I f  t h e  r e a c t i o n  s e q u e n c e  o c c d r s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  . 
by  B u t l e r  ( 1 5 7 ) ,  t h e n  I t  w o u ld  a p p e a r  f r o m  e x p e r i m e n t a l  d a t a ,  
t h a t  a t  t h e  l o w e r  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  l i t t l e  i f  a n y  r e s i -  - 
d u a l  p i c r a t e  i s  f r e e  t o  u n d e r g o  s e c o n d a r y  r e a c t i o n s  ( s t e p  3) 
a n d  s t e p  1 I s  t h e - f a v o r e d  r e a c t i o n .
( 1 )  C r e a t i n i n e  + OH- :------► C r e a t i n i n e  a n i o n
(2 )  P i c r a t e  + C r e a t i n i n e  a n i o n  ■►Colored c o m p le x
(3 )  1 P i c r a t e  + A l t e r n a t e  a n i o n ( s ) '  * C o l o r e d  
; c o m p l e x ( s )
i
A s t u d y  was p e r f o r m e d  u s i n g  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s
I n  w h i c h . t h e  r e a c t i o n  p a r a m e t e r s . w e r e  v a r i e d  o v e r  a  w i d e  r a n g e
► ^
( T a b l e , I X ) .  From t h i s  s t u d y  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  p r o d u c i n g  
t h e  m o s t  l i n e a r  -as w e l l  a s  m o s t  s e n s i t i v e  r e s p o n s e  was s e l e c t e d  
as- t h e  r e a c t i o n  s y s t e m  t o . b e  u s e d  f o r  a l l  f u r t h e r  t e s t i n g  
( T a b l e  IX # 3 2 ) .  H o w ev e r ,  when p r o t e i n  c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e  
s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d  an  u n d e r b l a n k i n g  e r r o r  was e n c o u n t e r e d  
when t h e  p r o t e i n - b a s e d  s t a n d a r d s  w e r e  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a ­
g e n t  b l a n k .  T h i s  was ^ o t  t h e  s i t u a t i o n  when t h e  r e s p e c t i v e  
p r o t e i n * - b a s e d  s t a n d a r d s  w e re  r e f e r e n c e d  t o  a  p r o t e i n  c o n t a i n ­
i n g  r e a g e n t  b l a n k  ( I . e _ . , r e a c t i o n  r e s p o n s e  was l i n e a r  w i t h
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e s s e n t i a l l y  a  z e r o  i n t e r c e p t ) .  T h i s  u n d e r h l a n k i n g  b y  t h e  .
\  _ 
r e a g e n t  b l a n k  was  p a r t i a l l y  d u e  t o ' " t h e  p r e s e n c e  o f  t u r b i d i t y
i n  t h e  s e r u m  b a s e d  s a m p l e s  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  d e n a t u r a t i o n  
o f  t h e  s a m p l e  p r o t e i n s  d u e  - to  t h e  h i g h  r e a c t i o n  pH ( 1 2 . 1 - 1 2 . 2 )  
a n d / o r  t h e  r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  ( 5 0 - 6 o ° C ) .  When t h e  p r o t e i n  
c o n t a i n i n g  t e s t -  s a m p l e s  w e r e  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k  
t h e  o b s e r v e d ,  t u r b i d i t y  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e . a b s o r t > -  
a n c e  i n  t h e  5 5 0 - 6 5 0  nm r e g i o n ,  a s  w e l l  a s  p r o d u c i n g  a  h y p s o -  
. c h ro m ic  s h i f t  in .  t h e  a b s o r b a n c e  maximum f r o m  470 nm t o  4 5 0 -  
460 nm. ' The i n t e r f e r e n c e  c a u s e d  by t h e  t u r b i d i t y  was  l a r g e l y  
c o r r e c t e d  by t h e  a l t e r a t i o n  o f  t h e  o r d e r  i n  w h i c h  t h e  r e a g e n t s  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( e . g . ,  a l k a l i  was a d d e d  
l a s t )  a n d  by l o w e r i n g  t h e  ' r e a c t i o n  t e m p e r a t u r e  t o  4 0 - 4 5 ° C .
To re m o v e  t h i s  i n t e r f e r e n c e  c o m p l e t e l y  a n d  an y  o t h e r  i n t e r ­
f e r e n c e  by  p r o t e i n  n e c e s s i t a t e d  t h e  r e m o v a l  o f  p r o t e i n  f r o m  
t h e  s a m p l e  m a t r i x .
■*Seffcfeuse o f  t h e  p o o r  r e c o v e r y  o f  a d d e d  c r e a t i n i n e  
o b t a i n e d  i n  t h e  TNBA a n d  TNBS s t u d i e s  w i t h  t h e  n e u t r a l  
a n d  a c i d i c  . t u n g s t a t e  a n d  t h e  B a ( 0 H ) 2 -  ZnSO^ p r o t e i n  p r e c i p i ­
t a t i o n  m e t h o d s ,  t h e s e  m e t l f& ds  w e r e  n o t  e m p lo y e d  f o r  t h e  
r e m o v a l  o f  p r o t e i n  i n  t h i s  s t u d y .  I n  p l a c e  o f  . t h e s e ,  a  mod­
i f i e d  v e r s i o n  o f  t h e  i o n - e x c h a n g e  m e th o d  o f  R o c k e r b i e  an d  
R a s m u s s e n  ( 9 4 )  was e m p lo y e d  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  a  r e a c t i o n
m i x t u r e  c o n t a i n i n g  2.Q mL o f  e l u a t e ,  0 . 4  mL o f  TNP (150  m g/dL)
%
a n d  0 . 4  mL o f  0 . 5  N NaOH. U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  a  l i n e a r  
r e s p o n s e  was o b t a i n e d  a t  475 nm w i t h  p r o t e i n - b a s e d  c r e a t i n i n e  
s t a n d a r d s  w h e t h e r  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k  c o n t a i n i n g
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n o  p r o t e i n  o r  a  p r o t e i n - b a s e d  c r e a t i n i n e  b l a n k . .  T h i s  l a t t e r  
o b s e r v a t i o n  . i n d i c a t e d  t h e  a p p a r e n t  r e m o y a l . f r o m  t h e  r e a c t i o n  
m a t r i x  o f  t h e  i n t e r f e r e n c e  d u e  t o  p r o t e i n .
The  Amicon f i l t e r  c o n e s  w e r e  f o u n d  t o  r e m o v e  a  l a r g e  
p o r t i o n  o f  t h e  o b s e r v e d  p r o t e i n  i n t e r f e r e n c e  a n d  t u r b i d i t y  . 
r e s u l t i n g  i n  a  r e l a t i v e l y  l i n e a r  r e s p o n s e  a t  475 nm w i t h  p r o ­
t e i n -  c o n t a i n i n g  s t a n d a r d s .  A s l i g h t  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  
c r e a t i n i n e  a d d e d  t o  s e r u m  b l a n k s  was  e n c o u n t e r e d  ( i . e . , 95?  
r e c o v e r y )  when t h e  p r o t e i n  c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  
w e re  r e f e r e n c e d  t o  - th e  r e a g e n t  b l a n k .  T h i s  l o s s ,  h o w e v e r ,  was 
a p p a r e n t  o n l y  when t h e  p r o t e i n - b a s e d  t e s t  s a m p l e s  w e r e  r e f e r ­
e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k ;  when t h e  t e s t  s a m p l e s  w e r e  r e f e r -  .
i
e n c e d  t o  a  p r o t e i n  c o n t a i n i n g  b l a n k , t h e  a b s o r b a n c e  a t  475 nm 
f o r  a  p r o t e i n  c o n t a i n i n g  s t a n d a r d  wa$ i d e n t i c a l  t o  i t s  a q u e o u s  
s t a n d a r d  e q u i v a l e n t  r e f e r e n c e d  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k .  A g a in  t h e  
n o n - c r e a t i n i n e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  s a m p l e  m a t r i x  t o  t h e  f i n a l  
r e a c t i o n  o u tc o m e  was app ig f ren t .
F i n a l l y ,  i t  was  o b s e r v e d  t h a t ' t h e  u s e  o f  TNP a t  a  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  150 mg/dL g a v e  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  r e s u l t s  t h a n
e i t h e r  TNBA o r  TNBS a t  a  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n .  T h e ' u s e  o f
- -   ̂‘
t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  TNP a p p e a r e d  t o  b e  c l o s e r  t o  t h e  
o p t i m a l  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  p r o m o t i o n  o f  t h e  
r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n  a n d  TNP t h a n  t h a t  
g e n e r a l l y  u s e d  i n  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  t o  d a t e .
The l a s t  .compound e x a m i n e d  was  t h e .  m e t h y l  e t h e r  o f  .-TNP,.0,
2,’4 , 6 - t r i n i t r o a n i s o l e  (TNA). The i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  -OCH^ g r o u p ,
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. which.  I s  a  m i l d  e l e c t r o n  d o n a t i n g  s p e c i e s  r e l a t l y e  t o  - 0 “ , w i l l
% ■. 1 
r e s u l t  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  n e g a t - i v e  c h a r g e  d e n s i t y . a b o u t  t h e
m e t a  p . o s i t i o n s  r e l a t i v e ' t o  t h e  l a t t e r .  T h i s  compound t h e r e ­
f o r e ,  s h p u l d  h a v e  a  g e n e r a l  r e a c t i o n  r e s p o n s e  s i m i l a r  t o  t h a t  
o f  TNP, b u t  w i t h  a  som ew ha t  l o w e r  s e n s i t i v i t y .  The r e a c t i o n  
m i x t u r e  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  t h i s  
s t u d y - w e r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  e m p lo y e d  i n  t h e  TNP s t u d y .
„ ■A l k a l i n e  TNA r e a c t e d  w i t h  a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  t o  
g i v e - a n  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  c o n s i s t i n g  o f  a  s i n g l e t  p e a k  h a v ­
i n g  a .m ax im um  a t  475 —5 nm, e s s e n t i a l l y  t h e  same a s  t h e  
TNP maximum ( F i g u r e  6 ) .  The r e a c t i o n  r e s p o n s e  was  l i n e a r  
w i t h  r e s p e c t  t o  a q u e o u s ' c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s ,  b u t  i t  a p p e a r e d  . 
t o  b e  2 0 % l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  p i c r i c  a c i d  
u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s .  T h i s  l o s s  o f  s e n s i t i v i t y  i n
r e s p o n s e  may b e  due  t o  t h e  d e c r e a s e d  m e t a  d i r e c t i o n  o f  t h e
*
m eth o x y  g r o u p  r e l a t i v e  t o  t h e  h y d r o x y l  g r o u p .  • A p r o t e i n  i n t e r -
V f e r e n c e  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  TNP was o b t a i n e d  .w i t h
s .
t h e  TNA. The p r o t e i n  s a m p l e s  t o  w h i c h  c r e a t i n i n e  was  a d d e d  
c o u l d  n o t  b e  r e a d  when c o m p ar ed  t o  t h e  r e a g e n t  b l a n k  ( ^ . e . , 
r e a g e n t  b l a n k  u n d e r b l a n k e d  a n d  was n o t  c o r r e c t e d  by t h e  a d d i ­
t i o n  o f  a  s t a n d a r d  a m o u n t  o f  c r e a t i n i n e ) . H o w ev e r ,  when 
t h e s e  s a m p l e s  w e r e  c o m p a r e d  t o  a  p r o t e i n  b l a n k ,  a  l i n e a r
>
r e s p o n s e  was o b t a i n e d ,  a g a i n  s u g g e s t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  a 
p o s i t i v e  c o l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  w i t h  p r o t e i n .  H o w e v e r ,  l i k e  
TNP, t h e  a b s o r b a n c e  maximum u n d e r w e n t  a  s l i g h t  h a t h o c h r o m i c  
s h i f t  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 nm. R e s u l t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o b t a i n e d  w i t h  TNP w e r e  o b t a i n e d  w i t h  TNA f o l l o w i n g  s a m p l e
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p r e t r e a t m e n t  w i t h  the .  m o d i f i c a t i o n  o f  R o c k e r b i e * s .  i o n -
e x c h a n g e '  m e t h o d  o r  t h e  Amicon f i l t e r  c o n e s .  T h e r e f o r e ,
TNA gave-  e s s e n t i a l l y  t h e  same r e a c t i o n  r e s p o n s e  a s  was
o b t a i n e d  w i t h  p i c r i c  a c i d  u n d e r  t h e  same r e a c t i o n  c o n d i t i o n s ,
e x c e p t  f o r  a n  a p p a r e n t  205 d e c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o f
*
r e s p o n s e .
r
r
S e c t i o n  ^ArT"Improved K i n e t i c  D e t e r m i n a t i o n  f o r
C r e a t i n i n e  U s i n g  t h e  A b b o t t  ABA-100
P r o t e i n  h a s  a  t w o - f o l d  e f f e c t  on t h e  J a f f £  a l k a l i n e
p i c r a t e  r e a c t i o n .  The f i r s t  i s  .a p o s i t i v e  c o l o r i m e t r i c
r e s p o n s e  d u e  t o . t h e . r e a c t i o n  b e t w e e n  a l b u m i n  a n d  a l k a l i n e
p i c r a t e  ( 3 3 s 3 5 s 5 6 ) .  T h i s  r e a c t i o n  r e s u l t s  i n  t h g  f o r m a t i o n
of. a  p r o t e i n - p i c r a t e  c o m p l e x ( s )  h a v i n g  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  c r e a t i n i n e  p i c r a t e  c o m p l e x ( s )  ( 6 6 , 6 J ,
75).- The r a t e  o-f t h i s  r e a c t i o n ,  w h i c h  i s  m a x i m a l  i n  t h e
f i r s t  .30 s o f  the -  r e a c t i o n  ( f a s t  a c t i n g  i n t e r f e r e n c e )  i s
p r o p o r t i o n a l ' t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a l b u m i n  i n  t h e  s o l u t i o n
( 6 7 j 7 3 ) -  B e c a u s e  o f  t h e  t i m e  p e r i o d  o v e r  w h i c h  t h e  r e a c t i o n
r a t e  was m o n i t o r e d  t h e  a d d i t i v e  n a t u r e  o f  t h i s  e f f e c t  was
n e g lig ib le  (67) .
■The s e c o n d a r y  e f f e c t  i s  l i k e l y  d u e  t o  t h e  b u f f e r i n g
c a p a c i t y  o f  t h e -  s e r u m  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e  w h ic h
r e su lts  in  a decrease in the observed reaction  rate' (43,f?3,
114 ,117). A p o ssib le  explanation for th is  observation i s ,
' s i n c e . t h e  . p i c r ^ t e - c r e a t i n i n e  r e a c t i o n  a p p e a r s  t o  b e  f i r s t .
o r d e r  i n  h y d r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t
. ’ i
c h a n g e s  i n  t h i s . c o n c e n t r a t i o n  w o u ld  h a v e  a n  e f f e c t  on  t h e
Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
o v e r a l l  r e a c t i o n  r a t e  ( 1 5 5 , 1 5 7 > 1 5 8 J .  Cook ( 7 3 1 ' -lias a l s o ,  
i n d i c a t e d  t h a t  a  s l i g h t  v a r i a t i o n " i n  t h e ' r e a c t i o n  pH c a n  
a c c o u n t  f o r  a  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  i n  t h e  r e k c ' t i o n  s e n s i t i v ­
i t y  C ^ - e . ,  a l t e r a t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  a n d  c o l o r  
i n t e n s i t y  'o f  t h e  r e s u l t i n g  c o l o r e d  c o m p l e x ) . B e c a u s e  k i n e t i c  . 
m e t h o d o l o g i e s  a r e  i n h e r e n t l y  s e n s i t i v e - t o  c h a n g e s  i n  t h e
r e a c t i o n  pH. d u r i n g  t h e  f i r s t  6 0 - 9 0  ‘s o f  t h e  r e a c t i o n , ,  t h e
%
e f f e c t  o f  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  p r o t e i n  may b e  v e r y  p r o ­
n o u n c e d  d e p e n d i n g  on t h e  p e r i o d  o f  t i m e  d u r i n g  w h i c h  t h e  
r e a c t i o n  r a t e  i s  m o n i t o r e d  ( 4 3 , 1 1 * 0 ’- T h i s  n e g a t i v e  e f f e c t  i s  
m ore  p r o n o u n c e d  .when' t h e .N aO H  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  i s  140 
mH o r  l e s s  a n d / o r  when t h e  s e r u m  d i l u t i o n  i s  1 : 6  o r  l e s s  (4 3 )  
When t h e  A b b o t t r r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d  t o  a s s a y  
p r o t e i n - c o n t a i n i n g  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  (4 .5% ( w /v )  BSA) a  
d e c r e a s e  o f  1255 in- t h e  r e a c t i o n  r a t e  ( i . e . ,  r e l a t i v e  e r r o r )  
was o b s e r v e d  r e l a t i v e  t o  t h e  r e a c t i o n  r a t e  o f  t h e  e q u i v a l e n t
-N
a q u e o u s  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  ( F i g u r e  7 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  
was i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  o t h e r s  ( 4 3 , 8 3 , 1 1 4 , 1 1 7 ) -  
The c a u s e . o f  t h i s  n e g a t i v e  e f f e c t  o f  p r o t e i n  was l i k e l y  due 
t o  b u f f e r i n g  o f  t h e  r e a c t i o n  -m i x tu r e  by  t h e  p ro i$E in  p r e s e n t  
i n  t h e  t e s t  s a m p l e .  T h i s  b u f f e r i n g  e f f e c t  was  l i k e l y  more  
m a r k e d  t h a n  e x p e c t e d  ( 3 3 - , 4 3 , 1 1 7 )  due  t o  6 h e  r a t h e r  low  NaOH 
r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  (127  inM) e m p l o y e d  i n  t h e  A b b o t t  m e th o d  
Even  when t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  h y d r o x i d e  i o n  was 
i n c r e a s e d  to '  180  mM ( i . e . ,  p r o p o s e d  m e t h o d  T a b l e X I V  #2)  a  '■ 
n e g a t i v e  e f f e c t  due  t o  t h e .  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n  was s t i l l  
o b s e r v e d  a l t h o u g h  t h e  e r r o r  h a d  d r o p p e d  f r o m  12% t o  6 %. A
-v '
~  ■ I ■
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FIGURE 7.
THE EFFECT OF PROTEIN.UPON THE REACTION RATE (.AA) OF THE 
ABBOTT KINETIC JAFFE REACTION.’;
Legend -
w
•  -  4.5? (w/v) B.S.A. based crea tin in e  standards. 
O - aqueous based crea tin in e  standards.

















21 3 4 65
CREATININE (mg/dL)
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. f u r t h e r  I n c r e a s e  i n  t h e  NaOK c o n c e n t r a t i o n  f a i l e d  t o  I m p r o v e
t h i s  s i t u a t i o n  a n d  g e n e r a l l y  r e , s u l t . e d  i n  t h e  p roduc--_ .
t l o n  o f  I n t e n s e l y  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s .  A p o r t i o n  o f  t h i s
n e g a t i v e  r e l a t i v e  e r r o r  may b e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  I n h e r e n t
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r e a c t i o n  r a t e s  o f  a q u e o u s  s a m p l e s  a n d  .
> • .
t h o s e  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e . i r  r e s p e c ­
t i v e  r e a c t i o n  r a t e  c o n s t a n t s - ( 1 1 9 ) -  To c o r r e c t  f o r  t h i s  
n e g a t i v e  p r o t e i n  e f f e c t ,  p r o t e i n  ( 4 .5 2 :  ( w /v )  B S A ) was i n c l u d e d  
i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s .  F a i l u r e  t o  
- do s o  r e s u l t e d  i n  a n  u n d e r e s t i m a t i o n  o f - t h e  c r e a t i n i n e  c o n ­
t e n t  o f  p r o t e i n  c o n t a i n i n g  s a m p l e s . "  The r e l a t i v e  r e a c t i o n  
r a t e s  f o r  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s  p r e p a r e d  I n  t h i s  f a s h i o n  w ere  
l i n e a r  w i t h  - r e s p e c t  t o  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  t o  a t  l e a s t
10 m g /d L .  • • V
•  •
The p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e  i o n  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n
i  •  ' '  *
s t u d i e s  ( T a b l e  XI-XIV) i n d i c a t e d  t h a t  a  m a rk e d  f l u c t u a t i o n  i n  
t h e  r e a c t i o n  r a t e  may o c c u r  d u e  t o  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  c h a n g e  
i n  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  o n e  o r  b o t h  o f  t h e s e  r e a g e n t s  
( F i g u r e s  8 - 1 0 ) .  I n  g e n e r a l ,  t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  was  f o u n d  
t o  b e  m ore  s e n s i t i v e  t o  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h e  
p i c r a t e  I o n  c o n c e n t r a t i o n -: The i n i t i a l  c o m p a r i s o n  o f  t h e
v a r i o u s  p u b l i s h e d  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  w i t h  t h a t  s u g g e s t e d  
by A b b o t t  r e s u l t e d  i n '  m a r k e d l y  v a r i e d  r e a c t i o n  r a t e s  ( F i g u r e  
8 ) .  S e v e r a l  o f  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( F i g u r e  8 ,  # 2 , 3 , 5 )  w e re  
f o u n d  t o  p r o d u c e  r e a c t i o n  r e s p o n s e s  w h ic h  w e r e  g r e a t e r  t h a n  
t h e  A b b o t t  m e t h o d  ( F i g u r e  8 ,  # 6 ) .  R e a c t i o n - r e s p o n s e  2, h o w e v e r ,  
h a d  a  n o n - z e r o  I n t e r c e p t  i n d i c a t i n g  t h a t  a  p o t e n t i a l  o v e r -
■""" T '  ' ....
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FIGURE 8
THE KINETIC RESPONSE OBTAINED USING VARIOUS' LITERATURE 
VALUES* FOR THE^REACTION CONCENTRATION OF PICRATE AND 
HYDROXIDE ION CONCENTRATION
L e g e n d
▲ A b b o t t  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n .
1 OH-  = iJO mM ; P i c r a t e ”  = 5 niM.
2 OH-  = 230 mM ; P i c r a t e ”  = 20 mM.
4 OH”  = 180 mM ; P i c r a t e  = 36 mM.
5 OH”  = 38 mM ; P i c r a t e -  = . 3 8  mM.
v
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
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i FIGURE * 9
THE EFFECT OF VARIATIONS IN THE REACTION 'CONCENTRATION OF 
' * . *
HYDROXIDE ION UPON THE REACTION RATE AT A FIXED PICRATE ION
CONCENTRATION (4 3  mM)
L e g e n d  T,
O , ‘ A b b o t t  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n .  ' -
.1 OH-  = 80 mM..
2 OH" - , . I 6 0  mM. . -
• • *
3 OH" = , 2 4 0  mM.
4 OH" = 320 mM.
5 OH" = 420 mM. ■ <£=>
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l . •















' FIGURE. 10- '  '
THE EFFECT OF VARIATIONS IN THE REACTION CONCENTRATION OF 
PICRATE ‘ION UPON THE REACTION RATE AT A FIXED HYDROXIDE 
ION CONCENTRATION (2 1 0  mM)
L e g e n d
•  A b b o t t '  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n .
1 P i c r a t e  = 1 . 7  mM.
2 .  P i c r a t e  = 3 - 4  mM.
3 P i c r a t e  = 6 . 8  mM.
4 P i c r a t e  = 15 mM. •<*
5 P i c r a t e  = 21 mM. '
6 P i c r a t e  '= 32 mM.
7 P i c t a t e  = 43 mM.
8 P i c r a t e  = 54 mM.
9 P i c r a t e  = 65  mM.















b l a n k i n g  p r o b l e m . e x i s t e d ,  a n d  was t h e r e f o r e ,  r e j e c t e d .
A l t h o u g h  r e a c t i o n  m i x t u r e s  3 a n d  5 ( T a b l e  X I )  g a v e  i n c r e a s e d  
r e a c t i o n  r a t e s  t h e i r  w i t h i n - r u n  a s  w e l l  a s  b e t w e e n - r u n  .  
r e p r o d u c i b i l i t y  w e r e  p o o r  a n d  t h e r e f o r e ,  t h e y  w e r e  a l s o  o f  
l i t t l e  u s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  
r e s p o n s e .  T h i s  s t u d y  d i d  i n d i c a t e ,  . h o w e v e r ,  t h e  n e c e s s i t y  
t o  m a i n t a i n  r i g i d -  c o n t r o l  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c o l o r  '
r e a g e n t  i f  r e p r o d u c i b i l i t y  was  t o  b e  o o t i m i s e d .
' $  ' 'As a  r e s u l t  o f  t h e  p r e v i o u s  s b u d y  a ' m o r e  s y s t e m a t i c  .
a p p r o a c h  was u n d e r t a k e n  i n ' w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e i t h e r  
p i c r a t e  o r  h y d r o x i d e  i o n  was  h e l d  c o n s t a n t  w h i l e  t h e  o t h e r -  
co m p o n e n t  was v a r i e d  o v e r  a  w id e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .  A 
s i m p l e x  o p t i m i s a t i o n  d i a g r a m  was d raw n  u s i n g  t h e  d a t a  f ro m  
t h e s e  tw o s t u d i e s  - ( F i g u r e  1 1 ) .  . As I n d i c a t e d  i n  F i g u r e  9-, 
t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  was  e n h a n c e d  w i t h  i n c r e a s i n g  h y d r o x i d e  
i o n  up t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  2A0 mM,- b e y o n d  w h i c h  t h e  
r e a c t i o n  r a t e  d e c r e a s e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  i o n  
i n c r e a s e d .  ' T h i s  - o b s e r v a t i o n  was i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d ­
i n g s  o f  Cook ( 7 3 )  a V a s i l i a d e s  ( 1 5 5 )  a n a  But]Fe^7\( 1 5 6 - 1 5 8 ) .  
B u t l e r  ( 1 5 7 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e . c a u s e  o f  t h i s ,  o b s e r v a t i o n  
i s  t h a t  a t  h i g h  h y d r o x i d e ' i o n  c o n c e n t r a t i o n s  a  2 : 1  a d d u c t  
f o r m s  ( O H - p i c r a t e - c r e a t i n i n e )  r e d u c i n g  t h e  o b s e r v e d  r a t e  o f  
f o r m a t i o n  o f  t h e  1 : 1  J a f f £  ch ro m o g en  ' ( p i c r a t e - c r e a t i n i n e ) , 
w h i l e  V a s i l i a d e s  ( 1 5 5 )  h a s  p r o p o s e d  t h a t  h i g h  r e a c t i o n  c o n ­
c e n t r a t i o n s  o f  h y d r o x i d e  i o n  p r o m o t e s  t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n ,  
p i c r a t e - c r e a t i n i n e .  d i s s o c i a t i n g  t o  p i c r a t e  + c r e a t i n i n e ,  
. c a u s i n g  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  f o r w a r d  r e a c t i o n  r a t e .  The r e s u l t s
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FIGURE 11 . ' -
t
■ SIMPLEX OPTIMIZATION OF THE PICRATE AND HYDROXIDE ION 
REACTION CONCENTRATIONS
L e g e n d
v ‘T C o n c e n t r a t i o n  o f  c r e a t i n i n e  was 5 m g/dL .
I  S i m p l e x  o p t i m u m ' : E l c r a t e  i o n  = 2 2 . 5  mM
H y d r o x i d e  i o n  = 200 mM
I I  S i m p l e x  o p t im u m  : P i c r a t e  i o n  = 1 9 - 0  mM
H y d r o x i d e  i o n  = 190 mM
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of" t h i s  s t u d y  i n d i c a t e d  t h e  o p t i m a l  h y d r o x i d e  i o n  c o n c e n t r a ­
t i o n  f e l l  i n  t h e  r a n g e  o f  ..ISO t o  24"Q mM w h i c h - w a s  i n  a g r e e -  
m e n t  w i t h  o t h e r s  ( 3 0 , 3 5 , 6 7 , 8 3 , 1 1 7 ) .  The s i m p l e x  o p t i m i z a -  
. t i o n  o f  t h e  d a t a  i n  t u r n  i n d i c a t e d  t h e  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n  
■ was  i n  t h e  r e g i o n  o f  1 9 0 - 2 1 0  mM ( F i g u r e  1 1 ) ’.
A s i m i l a r  a p p r o a c h  was u s e d  f o r  t h e  o p t i m i z a t i o n  o f  
p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  The r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x - '  
i d e  was f i x e d  a t  210 mM a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p i c r a t e  
i o n  was. v a r i e d  f r o m  1 . 7  t o  65-mM. As i n d i c a t e d  i n  F i g u r e  1 0 , '  
t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  p i c r a t e  c o n ­
c e n t r a t i o n  up t o  43 mM, b e y o n d  w h ic h  a  d e c r e a s e d  r e s p o n s e  was 
o b t a i n e d .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  B i e r a n s  de  Haan (6 7 )  
a n d  Coo'k (7 3 )  . i n  w h i c h  i n c r e a s e  i n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  r e s ­
p o n s e  was o b s e r v e d  w i t h  a n  e l e v a t i o n  i n  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  
The o b s e r v e d  d e c r e a s e  i n  r e a c t i o n  r a t e ,  a t  p i c r a t e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  above'- 43 mM;may b e  d u e  t o  V d e c r e a s e  i n  t h e  s t a b i l i t y  • 
o'f t h e  c o l o r  r e a g e n t  a t  t h e s e  l e v e l s ,  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  an  
i n t e n s e l y  c o l o r e d  b l a n k  a n d / o r  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  f i r s t  
o r d e r  n a t u r e  o f  t h e  r e a c t i o n  k i n e t i c s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  j
• s .
p i c r a t e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 1 9 , 1 5 5 - 1 5 7 ) .  A l t h o u g h  p i c r a t e  i o n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  32 a n d  43 mM ( F i g u r e  1 0 ,  # 8 , 9 )  g a v e  t h e  
h i g h e s t  r e a c t i o n  r e s p o n s e s ,  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  n o t  c o n ­
s i d e r e d  t o  b e  o p t i m a l  b e c a u s e  o f  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h e  
r e s u l t i n g  c o l o r  r e a g e n t  w h i c h  c a u s e d  a  g r a d u a l  b u t  c o n t i n u o u s  
d e c r e a s e  i n  t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  when c o n s e c u t i v e  s a m p l e s  
w e r e  a s s a y e d .  .The c a u s e . o f  t h i s ' d e c r e a s e  was b e l i e v e d  t o  b e  
due  t o  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  . . c o l o r  i n t e n s i t y  o f  t h e
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b la n k -  ( l . e , , t h e  i n c r e a s e d  c o l o r  - i n t e n s i t y  o f  t h e  b l a n k  was  
n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  . i n  t h e  t e s t  
s a m p l e ) .  C o l o r  r e a g e n t  i n s t a b i l i t y  d i d  n o t  e x i s t  w i t h  a
✓
p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  21 niM..- I n  a d d i t i o n ,  t h e  c o l o r  i t e n -
*
s i t y  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  was  l e s s  t h a n
h a l f  t h a t  o f  t h e  l a t t e r  tw o  c o n c e n t r a t i o n s .  . S i n c e  t h e  m ax-
*
i m i z a t i o n  o f  p r e c i s i o n  c a l l s  f o r  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e ' c o l o r
co’n -  
21 
a l l
*' ■ g a v e  e s s e n t i a l l y  t h e  same r e a c t i o n  r e s p o n s e  ( w i t h i n  ±5%),. the..
o p t i m a l  p i c r a t e  c o n c e n t r a t i o n  a p p e a l e d  t o  l i e  i n  t h e  r e g i o n  
o f  21 mM. - T h i s  a g r e e d  w i t h  t h e  s i m p l e x - o p t i m i s a t i o n  o f  t h e
. *
d a t a  w h i c h  i n d i c a t e d  t h e  o p t im a - l  p i c r a t e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  t o  
l i e  i n  t h e  r e g i o n "  o f  19.0 mM ( F i g u r e  1 1 - 1 1 ) .  , .
The f i n a l  s t e p  i n  t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  c o n ­
c e n t r a t i o n  o f  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e  i o n  was t h e  s i m u l t a n e o u s  
v a r i a t i o n  o f  b o t h  t h e  p i c r a t e  a n d  t h e  h y d r o x i d e  i o n '  c o n c e n t r ' a -  • 
t i o n  a b o u t  t h e  s i m p l e x  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  19 mM p i c r a t e  
I o n - a n d  210 mM h y d r o x i d e  I o n  ( T a b l e  X IV ) . -^ In  a l l  c a s e s  , t h e  
e x a m i n e d  c o n c e n t r a t i o n s  r e s u l t e d  I n  a n  i n c r e a s e  o f  15 t o  3-5? 
i n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  r e l a t i v e  t o  t h e  A b b o t t  r e a c t i o n  c o n c e n ­
t r a t i o n  ( F i g u r e  1 2 ) .  The m o s t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e - ( F i g u r e  
1 2 ,  #2) was o b t a i n e d  w i t h  a  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e  ion -  c o n c e n -  
■ t r a t i o n  o f  1 9 -mM a n d  180  mM, r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  r e a c t i o n  
c o n d i t i o n s  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  s e l e c t e d  a s  b e i n g ' o p t i m a l  a n d  w e re  
e m p lo y e d  I n  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d .  The r e a c t i o n  r e s p o n s e
N _ • . ' •
>, *
     — ■  ■*— « ■       ...
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d e v e l o p e d  by  t h e  b l a n k  t o  b e _ m i n l m a l ,  t h e  h i g h e r  p i c r a t e  
c e n t r a t i o n s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  l e s s  s a t i s f a c t o r y  t h a n  
mM p i c r a t e S ^ A s  a  r e s u l t  o f  t h i s ,  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e y
216 .
FIGURE 12 . •
THE EFFECT OF SMALL-SIMULTANEOUS VARIATIONS ABOUT THE SIMPLEX' 
OPTIMUM REACTION CONCENTRATIONS OF PICRATE AND HYDROXIDE ION
UPON THE REACTION.RATE
L e g e n d
• .  A b b o t t  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s .  o
1 ‘ P i c r a t e  = 17 mM; OH”  = 170 mM.
2 ' P i c r a t e  = 19 mM; OH”  = 180 mM.
3 . P i c r a t e  = 21 mM; OH”  = 200 mM.
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l .
\
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o b t a i n e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  w as  l i n e a r  t o  a t  l e a s t  20 rag/
’ • ^ » *
Vdtr c r e a t i n i n e  ( F i g u r e  1 3 )  .
B o t h  t h e  p r o p o s e d  k i n e t i c  r a e th d d  a n d  t h e  A b b o t t  m e t h o d
p o s s e s s e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n
(% C . V . )  t h a n  d i d  t h e  a u t o m a t e d  e n d - p o i n t  m e th o d  ( T a b l e  X V I I ) .
Though t h e . f o r m e r  m e th o d s  g a v e  h i g h e r  m e an  v a l u e s  f o r  t h e  low
¥
l e v e l  c o n t r o l  t h a n  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  l a t t e r  m e th o d ,  t h e
v a l u e s  f e l l * w i t h i n  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  a c c e p t a b l e  l i m i t s  . f o r
t h e  c o n t r o l  s e r u m  a s s a y e d .  T h i s  d i f f e r e n c e  was n o t  d e t e c t e d
/
when a c t u a l  s e r u m  t e s t  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  t h e  e q u i v a l e n t
l e v e l  o f  c r e a t i n i n e  w e re  a s s a y e d  w i t h  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d ,  w h ic h
was n o t  t h e  c a s e  w i t h  t h e  A b b o t t  m e th o d  ( T a b l e . X V I X I ) . T h i s
s u g g e s t s  t h a t  t h e  p o s i t i v e  b i a s  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  p r o p o s e d
m e th o d  w i t h  t h e  c o n t r o l  s e r u m  may i n  f a c t  b e ’ -^n a r t i f a c t  o f
t h e  ' s e r u m . i t s e l f  r a t h e r - t h a n  t h e  t e s t ' m e t h o d  ( 2 1 1 ) .
On t h e  o t h e r  h a n d  b o t h  k i n e t i c  m e th o d s  w e r e  n e g a t i v e l y
b i a s e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  mean o b t a i n e d  by t h e  a u t o m a t e d
«
m e th o d  f o r  t h e  h i g h  l e v e l  c o n t r o l  s e r u m  ( i . e . , p r o p o s e d  m e th o d  
- 4 ? ,  A b b o t t  m e th o d  - 9 - 5 ? )  even '  t h o u g h  a l l  t h r e e  m e t h o d s  h a d  
e s s e n t i a l l y  t h e  same c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  ( T a b l e  X V I I ) .
The mean v a l u e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  p r o p o s e d  m e th o d  a g a i n  f e l l  
w i t h i n  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  a c c e p t a b l e  l i m i t s  w h i l e  t h e  A b b o t t  
m e th o d  f a i l e d  t o  do s o .  The A b b o t t  m e th o d  was f o u n d  t o  c o n ­
s i s t e n t l y  u n d e r e s t i m a t e  t h e  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t e s t
s a m p l e s  c o n t a i n i n g  3 . 0  m g/dL  c r e a t i n i n e  o r  m o r e .  T h i s  a p p a r -
• »
e n t  n e g a t i v e  t e s t ,  b i a s  w a s _ n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  o t h e r  two 
m e t h o d s  o f  a s s a y .  The A b b o t t  m e t h o d s  a p p a r e n t  l o s s  o f  s e n s i -
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FIGURE 13 '  ‘
REACTION RESPONSE WITH RESPECT TO CREATININE CONCENTRATION AT 
THE PROPOSED, PICRATE AND HYDROXIDE ION REACTI-QN CONCENTRATIONS
L e g e n d
* *
The AA/90 s was d e t e r m i n e d  f o r  v a r i o u s  a q u eo u s ,  c r e a t i n i n e  
s t a n d a r d s  u s i n g  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p i c r a t e  a n d  h y d r o x ­
i d e  i o n  o f  19 mM a n d . l 8 0  mM, . r e s p e c t i v e l y .
• " y
R e f e r  t o  t e x t  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l . -
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TABLE XVII ’ < -
REPRODUCIBILITY OF THE KINETIC AND 'AUTOMATED METHODS'
- Low l e v e l c o n t r o l H i g h  l e v e l  <c o n t r o l
■ X ' ■ S-.D. 
(m g /dL)
C .V . X
^(mg/dL)
S .D . C.V.
A u to  M ethod 0 . 9 5  V O .06 6 . 0 0 ■5.12 ' 0 . 1 2 ■ 2 . 2 0
P r o p o s e d  M ethod 1 . 1 0  0 . 0 4 3 . 6 3 4 . 9 1 0 . 1 2 2 .44
A b b o t t  Method 1 . 0 5  0 . 0 4 3 . 8 1 4 . 6 4 , 0^11 2 . 3 7
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TABLE XVIII
STATISTICAL COMPARISON OP DATA FROM THE KINETIC ' 
METHODS AND REFERENCE METHOD FOR SERUM SAMPLES 
CONTAINING 0 . 8  -  2 . 0  mg/dL CREATININE. (N = 7 0 )
A u to m e th o d  P r o p o s e d  ' A b b o t t
X (m g /dL ) 1 - 1 3 1 . 1 1 1 . 0 4
S .D . 0 . 2 9 0 . 2 8 0 . 3 1
T e s t  B i a s  (mg/dL) - 0 . 0 2 - 0 . 0 9
t - t e s t 1 . 5 8 5 - 7 0
F - t e s t 0 . 9 6 1 . 2 0
S l o p e 0 . 9 7 5 0 . 8 6 0
I n t e r c e p t 0 . 0 5 0 0 . 2 4 5
C o r r .  C o e f f . " 0 . 9 4 2 0 . 9 1 9
/
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t i v i t y  a n d  a c l e g a c y  a t  t h e s e  . e l e v a t e d  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  may b e  d u e  t o  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  k i n e t i c s  
b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  l o w  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e . i o n  c o n c e n t r a ­
t i o n s  e m p l o y e d  w i t h  t h i s  m e t h o d  ( 1 5 5 - 1 5 7 ) .
The d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c o m p a r a t i v e  s t u d y  d i d  n o t  
i n d i c a t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  t e s t  b i a s  b e t w e e n  t h e  p r o p o s e d  
m e th o d  a n d  t h e  a u t o m a t e d  m e th o d  a s  i n d i c a t e d  by  a t - t e s t  '• 
v a l u e  o f  1 . 5 8  ( 1 8 8 , 1 8 9 ) .  On t h e  c o n t r a r y , -  t h e  t - t e s t  v a l u e  
o f  5 - 7  o b t a i n e d  f o r  t h e  A b b o t t  m e t h o d  s t r o n g l y  i n d i c a t e d ' t h e  
p r e s e n c e  o f  a  t e s t  b i a s  b e t w e e n  t h e  a u t o m a t e d  m e th o d  a n d  t h e  
A b b o t t  m e t h o d .  An F - t e s t  f a i l e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  .one k i n e t i c  
m e th o d  was more, p r e c i s e  t h a n  t h e  o t h e r  r e l a t i v e  t o  t h e  a u t o -  ■ 
m a t e d  m e th o d  f o r  t h e  c r e a t i n i n e  c o n c e n t r a t i o n s  e m p lo y e d  i n  
t h i s  t e s t  ( 0 . 8 - 2 . 0  m g/dL  c r e a t i n i n e ) .  H o w e v e r ,  when s a m p l e s  
h a v i n g  l e v e l s  o f  c r e a t i n i n e  h i g h e r  t h a n  t h i s  r a n g e  w e r e  
i n c l u d e d , t h e  p r o p o s e d  m e th o d  .was shown t o  'be- m ore  p r e c i s e  t h a n  
t h e  A b b o t t  m e t h o d .  The i n c l u s i o n  o f  t h e s e  t e s t  s a m p l e s  g e n ­
e r a l l y  i n d i c a t e d  t h e  A b b o t t . m e th o d  t o  b e  l e s s  f a v o r a b l e  t h a n  
t h e  d a t a  i n  T a h l e  X V T I I ' s u g g e s t .  L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d  ( y = 0 . 9 7 5 x  + 0 . 0 5 0 ,  r = 0 . 9 ^ 2 )  
a g r e e d  more  \ C l o s e l y  w i t h  t h e  a u t o m a t e d  p r o c e d u r e  t h a n  d i d  t h e  
A b b o t t  m e th o d  ( y = 0 . 8 6 0 x  + 0 . 2 ^ 5 ,  r = 0 . 9 1 9 ) .  T h e r e f o r e ,  
t h e  p r o p o s e d  m e th o d  o f f e r e d  n o t  o n l y  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  C s e n s i t i v i t y 1 b u t  c o r r e l a t e d  m o re  c l o s e l y
1
w i t h  t h e  r e f e r e n c e  a u t o m a t e d  e n d - p o i n t  m e t h o d o l o g y  t h a n  d i d  
t h e  A b b o t t  m e t h o d .
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CHAPTER TV
SUMMARY AND CONCLUSIONS 
•
S e c t i o n - 1 .  The S y n t h e s i s  a n d  E v a l u a t i o n  o f  a  Number o f  
Compounds a s  P o t e n t i a l  C o l o r  R e a g e n t s  f o r  
C r e a t i n i n e  Q u a n t i f l  c a t i o n
I t  w.as a s s u m e d  t h a t  t h e  i n t r o d u c t i o n  .of'  a  p h e n y l  g r o u p
( - C cH,-) a t  t h e  2 -  o r  4 - r i n g  o o s i t l o n  o f  2 , 6 - d i n i t r o p h e n o l  
fa 5, * .
( X I I I )  o r  4 , 6 - d i n i t r o p h e n o l  (XIV),  r e s p e c t i v e l y , w o u ld  r e s u l t
i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  s t e r i c a l l y  h i n d e r e d  3 - r i n g  p o s i t i o n
( o r t h o  t o  t h e - p h e n y l  s u b s t i t u e n t ) .  I n  a d d i t i o n ,  b o th ,  t h e
♦
p h e n y l  ( w e a k  e l e c t r o n  d o n a t i n g  s p e c i e s )  a n d  t h e  h y d r o x y l
*
( v e r y  s t r o n g  e l e c t r o n  d o n a t i n g  s p e c i e s )  r i n g  s u b s t i t u e n t s ,  
due  t o  t h e i r , e l e c t r o n  d o n a t i n g  c h a r a c t e r s  i n  n u c l e o p h i l i c  
s u b s t i t u t i o n  r e a c t i o n s ,  w o u ld  m i n i m i s e  t h e  o v e r a l l  s t a b i l i t y  
o f  t h e  r e a c t i o n  i n t e r m e d i a t e  ( I . . e . , i n c r e a s e  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  
d e n s i t y  a b o u t  t h e  3 -  a n d  5 - r i n g  p o s i t i o n s )  p r o d u c e d  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  s t r o n g  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  n i t r o  g r o u p s .
T h a t  i s ,  e l e c t r o n  r e l e a s i n g  g r o u p s  w i l l  f a v o r  r e a c t i o n s  i n  
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t i o n )  w h i l e  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  g r o u p s  w i l l  f a v o r  r e a c t i o n s  
i n  w h i c h  t h e  r i n g  b e co m e s  m o re  n e g a t i v e  ( n u c l e o p h i l i c  s u b s t i ­
t u t i o n ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  p h e n y . l  g r o u p  
w o u l d  p r o d u c e  a  d e c r e a s e  i n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  3 -  a n d / o r
V  * *v
5 - r i n g  p o s i t i o n s  t o w a r d  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k ;  p r i m a r i l y  by
steric hindrance and secondly in association’With .-OH or - 0 ~
d e c r e a s e s  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  i n t e r m e d i a t e
• •
f o r m e d  d u r i n g  t h e  r e a c t i o n .  U n f o r t u n a t e l y  u n d e r  t h e  v e r y  
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  a t t a i n  J a f f £  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  
t h e s e  compounds  w e r e  o b s e r v e d  t o  u n d e r g o  a  m ore  i n t e n s e  c o l o r  . 
' r e a c t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  h y d r o x i d e  i o n  ( i . e _ . , . i n d i c a t o r  e f f e c t  
a s  pH i n c r e a s e d  s o  d i d  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  c o l o r  p r o d u c e d )  
t h a n  w i t h  c r e a t i n i n e . -  B e c a u s e  o f  t h e  i n t e n s e  c o l o r  o f  t h e  
r e a g e n t  b l a n k  a t  a  g i v e n  b a s i c  pH, no  d i f f e r e n c e  i n  c o l o r
r-j/V
i n t e n s i t y  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e 1 p r V b e n c e  o r  a b s e n c e  o f  
c r e a t i n i n e .  T h i s  o b s e r v a t i o n  was l i k e l y  due  t o  t h e  p r e s e n c e ,  
o f  ' q u i n o i d  r e s o n a n c e  s t a b i l i z e d  s t r u c t u r e s  . 'w h ich  a r e  known 
t o  be h i g h l y  c o l o r e d  (S chem e 2 ) .  The p r e s e n c e  o f  e l e c t r o n  
w i t h d r a w i n g  g r o u p s  make t h e  q u i n o i d  s t r u c t u r e  a  more  p o w e r ­
f u l  o x i d a n t  w h i l e  e l e c t r o n _  d o n a t i n g  g r o u p s  r e d u c e  t h e  o x i d a ­
t i o n  p o t e n t i a l .  T h e r e  i s  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  d u r i n g  t h e  r e a c ­
t i o n  p r o c e s s  w h a t  was m o n i t o r e d  was  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  an  
e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  o x i d i z e d  a n d  r e d u c e d  f o r m s  o f  t h e  
q u i n o i d  r e s o n a n c e  s t r u c t u r e s .
The r e p o r t e d  s u c c e s s  N a k a d a t e  et_ a l .  ( 1 3 3 )  h a d  w i t h  
2 , 2 * , 4 , ^ f - t e t r a n i t r o b i p h e n y l  a s  a  r e l a t i v e l y  c r e a t i n i n e  s p e ­
c i f i c  c o l o r ,  r e a g e n t  p r o m p t e d  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  an  a n a l o g u e  *
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o f  t h i s  com pound .  The m a j o r  s h o r t c o m i n g  o f  t h e i r ' compound
was i t s  w a t e r  i n s o l u b i l i t y  n e c e s s i t a t i n g - d i s s o l u t i o n  i n
m e t h y l  c e l l o s o l v e .  T h i s - w a s  r e m e d i e d  by t h e ' s y n t h e s i s  o f
2 , 2 , - d i n i t r o b i p h e n y l - it , V - d i s u l f o n i c  a c i d .  A g a in  u n d e r  t h e
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  J a f f £  r e a c t i o n  no d i f f e r e n c e  i n  
t h e  c o l o r  i n t e n s i t y  c o u l d  b e  d e t e c t e d  b e t w e e n  t h e  p r e s e n c e  ^
o r  a b s e n c e  o f  c r e a t i n i n e .  H o w ev e r ,  a  p o s i t i v e  r e s p o n s e  was
o b s e r v e d  f o r  t h e  a c t i v e  m e t h y l e n e  g r o u p s  o f  a c e t o n b ~ a n d  ■
• J
^ a c e t o a c e t a t e  ( 3 - o x o - b u t a n o i c  a c i d ) , - t h e  f o r m e r . r e a c t i n g
m a r k e d l y  m o re  t h a n  t h e  l a t t e r .  T h i s  may b e  p a r t i a l l y  due
t o  t h e  s t e r i c  h i n d r a n c e  o f  t h e  3 , 3 * - r i n g  p o s i t i o n s  w i t h  r e s -  
* *
• p e c t  t o  t h e  l a r g e r  c r e a t i n i n e  m o l e c u l e .  ■ The s t e r i c - h i n d r a n c e  
was a  r e s u l t  o f  n o t  o n l y  t h e  g e n e r a l  b u l k i n e s s  o f  b o t h  t h e  
d i s u l f o n i c  a c i d  a n d  - n i t r o - s u b s t i t u e n t  g r o u p s ,  b u t  a l s o  t h e  
f a c t  t h a t  t h e  a r o m a t i c  r i n g s  i n  b i p h e n y l  a r e  a t  9 0 °  t o  one  •
■ a n o t h e r ,  t h e r e b y  m a k in g  t h e  m e t a  p o s i t i o n s  s t e r i c a l l y  r e s t r i c t e d  
t o  a n y t h i n g  b u t  s m a l l  m o l e c u l e s .
The f a c t  a c e t o n e  i s  known t o  f o r m  b r i d g e d  d i a d a u c t s  
( IX )  w i t h  n i t r o  compounds  Cl5§ 7> 2Q l)  may: e x p l a i n  why I t  n o t  
o n l y  p r o d u c e d  m a r k e d l y  m o re  c o l o r ,  b u t  d i d  s o  much, m o re  
r a p i d l y  t h a n  a c e t o a c e t a t e :  The f o r m a t i o n  o f  a  b r i d g e d  a a d u c t
w o u ld  a l s o  b e  l e s s  ■•’s t e r i c a l l y  r e s t r i c t e d  w i t h  r e s p e c t  t o
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e i t h e r  a c e t o a c e t a t e  o r  c r e a t i n i n e .  \  .
• I f  t h e  n i t r o  g r o u p s  ( t h i s  a p p l i e s  t o  a l l  t h e  com pounds  
d i s c u s s e d  h e r e )  a r e  t o  a s s i s t  i n  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e
i
p o s i t i v e  r e a c t i o n  i n t e r m e d i a t e ,  t h e  p o r b i t a l s  o n ' t h e  n i t r o  
g r o u p s  m u s t  b e  a b l e  t o  b e  p a r a l l e d  t o  t h o s e  on  t h e  a d j a c e n t  
c a r b o n  a to m .  F o r  t h i s  t o  o c c u r  t h e  o x y g e n  a to m s  a t t a c h e d  
t o  t h e  n i t r o g e n  m u s t  a l s o  - l i e  n e a r ,  t h e  p l a n e  o f  t h e  n u c l e u s  
( c o p l a n a r ) .  I f  t h e s e  a to m s  a r e  f o r c e d  o u t  o f  t h i s  p l a n e  
by s t e r i c  f a c t o r s  ( e . g . , a r o m a t i c  r i n g s  90? t o  one  a n o t h e r ) ,  
t h e  n i t r o  g r o u p s  become m a r k e d l y  l e s s  e f f e c t i v e  m e t a  a c t i v a ­
t o r s  ( i . e . ,  a  d e c r e a s e d  a b i l i t y  t o  w i t h d r a w  e l e c t r o n s ) .
T h i s  w o u ld  h a v e  t h e  n e t  e f f e c t  o f  r e d u c i n g  t h e  o v e r a l l  _
p o s i t i v e  c h a r g e  on  t h e  p o s i t i o n ( s )  o r t h o  t o  t h e  n i t r o  g r o u p  
a n a  d e c r e a s e  t h e  o v e r a l l  s t a b i l i t y  o f  t h e  c h a r g e d  r e a c t i o n  . 
i n t e r m e d i a t e .  T h i s  w o u ld  l e a v e  t h e  s u l f o n i c  a c i d  s u b s t i ­
t u e n t s  a s  e s s e n t i a l l y  t h e  o n l y  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  s p e c i e s  
i n  t h e  m o l e c u l e .  B e c a u s e  t h e y  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  p o t e n t i a l  t h a n  t h e  n i t r o  g r o u p s ,  t h e  
s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  p o s i t i v e  c h a r g e  d e n s i t y  a t  t h e  o r t h o ,  
p a r a  p o s i t i o n s  ( 3 , 3 ' -  a n d  5 J 5 , - p o s i t i o n s )  i s  n o t  s u f f i c i e n t  
t o  p r o m o t e  a  r e a c t i o n  e x c e p t  w i t h  c a r b a n i o n s  w i t h  v e r y  h i g h  
n e g a t i v e  c h a r g e  d e n s i t y  ( c h a r g e / m o l e c u l a r  s i z e )  s u c h  a s  t h e .  
a c e t o n e  c a r b a n i o n .  ^
B e c a u s e  t h e  compound u s e d  by N a k a d a t e  et_ a l .  ( 1 3 3 )  .had 
n i t r o  g r o u p s  I n  t h e  4 , 4 ' - r i n g  p o s i t i o n s  t h e s e  g r o u p s  w o u ld  
h a v e  h a d  a  m ore  m a r k e d  s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  i n t e r m e d i -  • 
a t e  ( g r e a t e r  p o s i t i v e  c h a r g e  a t  3 ? 3 ' - a n d  S j S ’ - p o s i t i o n s )  t h a n  t h e
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compound e x a m i n e d .  T h i s - m a y  p a r t i a l l y  e x p l a i n ' w h y - t h e y
*♦ . • 
o b s e r v e d  a  r e a c t i o n  w i t h  c r e a t i n i h e ,  a s  t h e i r  compound w o u ld♦ • - » _ . ^
^have s u f f e r e d  "f rom t h e  e s s e n t i a l l y  t h e  s a n e  s t e r i c - h i n d r a n c e  
a s  t h e  com pound  e x a m i n e d v . .
„ ^ The r e m a i n i n g -  c o l o r  r e a g e n t s  e jpamined  w e r e  a l l  d e r i v a -  
t i v e s  o f  2 , 6 - t r i n i t r o b e n z e n e  (XV).  The a b s o r b a n c e  s p e c t r a
NO*ON
o f  t h e  p r o d u c t . f r o m  t h e -  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  a l k a l i n e  c o l o r  
r e a g e n t  a n d  c r e a t i n i n e ,  a l l '  p o s s e s s e d - a n  a b s o r b a n c e  maximum 
i n  t h e  r e g i o n  o f  h 60—480. nm. When t h e  ’ R- s u b s t i t u e n t  was - H ,  
.-CK^j -OCH^s -SO^H, -S O ^ C l  o r  -OH o n l y  a  s i n g l e t  p e a k  was 
- o b t a i n e d  f o r  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  c o v e r i n g  t h e  r a n g e  o f  
7 0 0 - 4 0 0  nm. H o w ev e r ,  i f  R= -CO.GH o r  t h e '  s i n g l e t  m a x i -
1 r
- mum was a s s o c i a t e d  w i t h  a n  a b s o r b a n c e  s h o u l d e r  i n  t h e  4 8 0 - 5 5 0
nm r e g i o n . ♦ •> **
B e r n a s c o n i  C209) f o u j j51q 2 , 4 , 6-TNB ( R = H ) - r e a c t e d  w i t h
*
  * ‘ * _________  .   M .... .. ...........
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a l k a ' l i n e  c r e a t i n i n e  a t  a - r a t e  10 .00’ t i m e s  f a s  t a r  t h a n  2 , 4 , 6 -  
^  TNP (R= - O H ) . T h i s  i s  l i k e l y  due  t o  t h e  A b s e n c e  o f  t h e
p h e n o x id 'e  s u b s t i t u e n t  groupl-C—Q- ) . i n  t h e - f o r m e r  w h i c h  b y -  -v
• . i n c r e a s i n g  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  d e n s i t y - a b o u t ^ t h e - . o r t h o  an d  p a r a
‘ T '  .
. p o s i t i o n s  d i m i n i s h e s  t h e  e f f e c t  o f  ■ t h e  " e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  n i t r o
g r o u p s  a b o u t  ' t h e s e  p o s i t i o n s .  I n  g e n e r a l ,  t h e  o r t h o  p o s i t i o n
. I s  p r e f e r r e d  d e s p i t e  t h e  s i z e  ' o f  t h e  a d j a c e n t  n i t r o  g r o u p s ,  v _
* ■ _ a s  . t h e  i n d u c t i v e  e f f e c t  o f  t h e  h i t r o  g r o u p  a c t i n g  o v e r  a  .. .
s h o r t e r  d i s t a n c e  w i l l  make t h e  o r t h o  p o s i t i o n  more  e l e c t r o n
d e f i c i e n t  r e l a t i v e  -.to t h e  p a r a  p o s i t i o n .
S's\ N o r m a l l y  t h e  . g r e a t e r  t h e  e l e c t r o n e g a t i v i t y  o f  t h e  r i n g  
' s u b s t i t u e n t ( s )  t h e  g r e a t e r  t h e  d e c r e a s e  i n  th e '  e l e c t r o n  d e n ­
s i t y  o f  t h e  r i n g  a n d  t h e  f a s t e r  t h e  a t t a c k  by t h e  r e s p e c t i v e ,  
n u c l e o p h i l e .  C o n v e r s e l y ,  ‘s u b s t i t u e n t s  w h i c h  d e c r e a s e  t h e  
r e s o n a n c e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  r i n g  a c t i v a t i n g  n i t r o  
g r o u p ( s )  ( e . g . ,  e l e c t r o n  d o n a t i n g  s p e c i e s ,  - 0 H , ' - 0 - ) w i l l
t e n d  t o  d e c r e a s e  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  r a t e .  B e c a u s e  o f  t h e
’ *
a b s e n c e  o f  a n y  e l e c t r o n ,  d o n a t i n g  s p e c i e s  i n  TNB t h e  r i n g  
a c t i v a t i o n  and- s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  s u b s e q u e n t  r e a c t i o n  i n t e r ­
m e d i a t e  by c h a r g e  d e l o c a l i z a t i o n  i s  m a x im a l  w i t h  r e s p e c t  t o  
TUP ( i . e . , TNB h a s  3 p o t e n t i a l  s i t e s  o f  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o  
. t h e  .2 - p o s s e s s e d  by  TNP).  I n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h i s  i s  t h e  
f a c t  t h a t  t h e  r a t e  o f  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k  i s  d e p e n d e n t . o n  t h e  
s t a b i l i t y  a n d  th e .  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  c a r b a n i o n  b o t h  o f  
w h i c h  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  be .  f a s t e r  f o r  TNB t h a n  f o r  TNP 
(.209)*. B e r n a s c o n i  ( 2 0 9 )  h a s  a t t r i b u t e d  t h i s  d i f f e r e n c e  i n  
r e a c t i o n  r a t e  t o  t h e ’ r e p u l s i o n - e x p e r i e n c e d  b y  t h e  c r e a t i n i n e
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a n l o h  by  t h e  " I o n i z e d  h y d r o x y l  g r o u p  i n  TNP.-
'— ■, . I t  w o u l d  a p p e a r  on  t h e ’b a s i s  o f  t h e  a b o v e  t h a t  TNB w o u l d
V * *
b e  p r e f e r r e d  t o  TNP a s  a  c o l o r  r e a g e n t  f o r  c r e a t i n i n e ;  ••
\  •. • 
h o w e v e r ,  t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e .  I t - a p p e a r s  t h a t  d u e  t o  ^ h e
h i g h  p o s i t i v e  c h a r g e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  TNB ' i n t e r m e d i a t e
a n d  t h e  h i g h  n e g a t i v e  c h a r g e  d e n s i t y  o f  t h e  0H~ ( w i t h  r e s p e c t
t o - t h e  c r e a t i n i n e  c a r b a n i o n )  - t h a t  t h e  ,TNB+ i o n  r e a d i l y  u n d e r - '
g o e s  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k  by t h e  h y d r o x y l  i o n  ( 0 H ~ ) ,  w h ic h  i s
i n  e x c e s s  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  t o  fo r m  v a r i o u s  mono-  a n d
d i - h y d r o x y 1 - T N B  a d d u c t s  ( e . £ . ,  M e i s e n h e i m e r ) .  U n f o r t u n a t e l y
t h e  p r o d u c t ( s )  o f  t h i s  r e a c t i o n  has- a n  a b s o r p t i o n  maximum
v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  c r e a t i n i n e - T N B  a d d u c t  w h ic h
*- . N *
r e s u l t e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n ,  o f  a  v e r y  i n t e n s e l y  c o l o r e d  r e a g e n t  . 
b l a n k  w h i c h  made; t h e  d i s t i n c t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e
ro f  c r e a t i n i n e ' ' d i f f i c u l t . ^
The i n t r o d u c t i o n  o f  a  m e t h y l  ( -CH^)  o r  m e th o x y  g r o u p  
(-OCH^) i n t o  c h e  r i n g  s t r u c t u r e  a t  c a r b o n  1 r e s u l t e d  i n  a  
d e c r e a s e  i n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  r e l a t i v e  t o  t h e  a b o v e ,  a l t h o u g h ,  
s i m i l a r  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  w e re  o b t a i n e d .  The d e c r e a s e d  
' r e a c t i o n  r a t e  i s  l i k e l y  .due t o  t h e - f a c t  th e s - e '  s u b s t i t u e n t s  
a r e ' s t r o n g e r  e l e c t r o n  d o n a t i n g  s p e c i e s  t h a n  when R=H a n d  
t h e r e f o r e ,  t e n d  t o  d e a c t i v a t e  o r  d e s t a b i l i z e  t h e  p o s i t i v e l y  c h a r ­
g e d  r e a c t i o n  i n t e r m e d i a t e .  T h e s e - o b s e r v a t i o n s  w e r e  I n ' a g r e e ­
m e n t  w i t h . B e r t i -  e t  al_. ( 2 1 2 ) .  A s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  d e c r e a s e d  
- r e a c t i o n  r a t e - w e r e  i n t e n s e l y  c o l o r e d ' r e a g e n t  b l a n k s  w h i c h  
m a d e . t h e q u a n t i f i c a t i o n c r e a t i n i n e  d i f f i c u l t .
■ The I n t r o d u c t i o n  o f  a  h y d r o x y l  g r o u p  (R= -OH) i n t o  t h e
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r i n g  s t r u c t u r e  m a r k e d l y  a l t e r s  t h e  s t a b i l i t y  o f ' t h e ,  r e a c t -  :
i o n  i n t e r m e d i a t e .  The h y d r o x y l  g r o u p  by  i t s e l f  i s  a  s t r o n g
e l e c t r o n  d o n a t i n g  g r o u p ,  h o w e v e r ,  i t  r e a d i l y  l o o s e s  i t s "
p r o t o n  u n d e r  t h e  v e r y  a l k a l i n e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  t o  y i e l d
- 0  w h i c h  i s  a  much s t r o n g e r  e l e c t r o n  d o n o r  t h a n  i t s  p r e -  ■
c u r s o r .  The e l e c t r o n  d o n a t i o n  i s  m a x im a l  a t  t h e  r i n g  p o s t - .
t i o n s  o r t h o  a n d  p a r a  t o  t h e ' - Q ~  g r o u p  ( r i n g  p o s i t i o n s  2 , 4 , 6 ) .
“ «
' T h e - p r e s e n c e  o f  0 i n  t h e  r i n g  t h e r e f o r e ,  d e c r e a s e s  t h e  o v e r ­
a l l  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  a b i l i t y  of.  t h e  t h r e e  n i t r o  r i n g  s u b ­
s t i t u e n t s  a n d  t h e r e b y  d e s t a b i l i z e s  t h e - p o s i t i v e '  r e a c t i o n  i n t e r ­
m e d i a t e .  T h i s  d e s t a b i l i z e d  I o n  h a s  a  much s h o r t e r  r e a c t i o n  
h a l f - l i f e  t h a n  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  compounds  a n d  t h u s  i s \  
n o t  p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  m a t r i x  a s  l o n g ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  
f o r m a t i o n  of.  f e w e r  s e c o n d a r y  r e a c t i o n  p r o d u c t s .  A l s o  t h e .  
d e c r e a s e d  p o s i t i v e  c h a r g e  r e l a t i v e  t o  TNB a b o u t  t h e  3 -  a n d  5 -  
r i n g  p o s i t i o n s  may a c c o u n t  f o r  some r e a c t i o n  s e l e c t i v i t y  
w i t h  r e g a r d s  t o  c r e a t i n i n e .
The c a r b o x y l  a n d  s u l f o n y l  c h l o r i d e  s u b s t i t u e n t s  (R=C0C1 
o r  SC ^C l)  a r e  r e a d i l y  r e p l a c e d  by  t h e  h y d r o x y l  i o n  ( -0 H )  u n d e r  
t h e  a l k a l i n e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  e m p lo y e d  ( i - e . , a l k a l i n e  . 
c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s ) .  ■They, t h e r e f o r e ,  p r o d u c e  a  r e a c t i o n  en d  
p r o d u c t  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  TNBA o r  TNBS, a l t h o u g h  
t h e i r  i n i t i a l  r e a c t i o n  s e q u e n c e  w o u ld  b e  d i f f e r e n t  ( e . g . , 
e x i s t e n c e  o f  a  l a g  p h a s e  d u r i n g  t h e  i n i t i a l - s t a g e s  o f  t h e  s u b ­
s t i t u t i o n  r e a c t i o n ) .
The I n t r o d u c t i o n  o f  e i t h e r  a  c a r b o x y l i c  ' o r  s u l f o n i c  a c i d  
s u b s t i t u e n t  (R=C00H o r  SO^H) was e x p e c t e d  t o  n o t  o n l y  i n c r e a s e
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•  ̂ t h e  w a t e r  s o l u b i l i t y  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t ,  b u t  a l s o  d u e  t o
t h e i r  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  p r o p e r t i e s ,  t h e  r e a c t i o n  r a t e  “w i t h . , 
r e s p e c t  t o  TNP. A l t h o u g h  t h e  f o r m e r  was o b s e r v e d  t h e  l a t t e r  
p o i n t  was  n o t  a p p a r e n t .  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r " t h i s  
m i g h t  b e  t h a t  t h o u g h  b o t h  -SO^H arid -COOH h a v e  e l e c t r o n  w i t h ­
d r a w i n g  p r o p e r t i e s  i t  i s * l e s s  t h a n  t h a t  p o s s e s s e d  by  t h e  
n i t r o  s u b s t i t u e n t s .  S i n c e  t h e  n i t r o  g r o u p s  e x e r t  a  l a r g e  
. p o r t i o n  o f  t h e i r  e f f e c t  upo n  t h e  nu m b er  1 r i n g  p o s i t i o n  t o  
w h i c h  t h e  a c i d  r e s i d u e  i s  a t t a c h e d ,  t h i s  p o s i t i o n  b e co m e s  
r e l a t i v e l y  e l e c t r o n  d e f i c i e n t  r e l a t i v e  t o  t h e  r e s t  o f  t h e  
r i n g .  T h e s e  a c i d  r e s i d u e s  a r e  t h e r e f o r e ' a t t a c h e d  a t  a  s i t e  
o f  r e l a t i v e  e l e c t r o n  d e f i c i e n c y  a n d  t h u s  w o u l d  h a v e  l i t t l e  
i f  any  e f f e c t  upon  t h e  s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e
* * • .V-
t h r o u g h  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  p o s i t i v e ‘c h a r g e . I t  . s h o u l d  be  
n o t e d  t h a t  u n d e r  t h e  v e r y  a l k a l i n e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  TNBA 
c a n  b e  r e a d i l y  d e e a r b o x y l a t e d  t o  y i e l d  TNB a n d  c a r b o n  d i o x i d e  
( 2 1 3 , 2 1 4 ) .  A s i m i l a r  s i t u a t i o n  a p p l i e s  w i t h  TNBS i n  w h ic h  
i t  i s  d e s u l f o n a t e d  a t  pH v a l u e s  o f  1 0 . 0  o r  m ore  ( 2 0 7 , 2 0 8 ) .
S u ch  a" s i t u a t i o n  may e x p l a i n  t h e  s h o u l d e r  ( '4 8 0 -5 5 0  nm) . . 
o b s e r v e d  on  t h e  a b s o r b a n c e  maximum o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  o f  
t h e s e  c o m p o u n d s .  T h i s  s h o u l d e r ,  may b e  t h e  r e s u l t  o f  a  r e a c ­
t i o n  i n t e r m e d i a t e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  o f  c r e a t i n i n e  
a n d - a l k a l i n e  TNBA o r  TNBS. I t  I s  more  l i k e l y  d u e ,  h o w e v e r ,  
t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a'.TNBA o r  TNBS h y d r o x i d e  a d d u c t  (JCVI) 
( M e i s e n h e i m e r  c o m p l e x ) . S i n c e  0H~ I s  g e n e r a l l y  a  s t r o n g e r  
n u c l e o p h i l e  t h a n  c r e a t i n i n e  i t  w o u ld  r e a d i l y  f o r m  s u c h  a d d u c t s  
C e . g . , M e i s e n h e i m e r  c o m p l e x e s  a r e  known t o  p o s s e s s  b r o a d  a b s o r p -
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t l o n  s p e c t r a  i n  t h e '  500 nm r e g i o n ) - . .  - T h i s  l a t t e r  p o i n t  w o u ld  
p a r t i a l l y  e x p l a i n  the . ,  o b s e r v e d  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  a b s o r p ­
t i o n  s h o u l d e r  t o  h y d r o x i d e '  i o n  c o n c e n t r a t i o n .
OH
NO
I n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  a b o v e  a b s o r p t i o n  s h o u l d e r ,  a-
P
s h a r p  s i n g l e t  maximum a t  460-470* nm was  o b s e r v e d  a n d  was
a s s u m e d  t o  b e - t h e  r e s u l t  o f  a  r e a c t i o n  b e t w e e n  .TNBA o r -T N B S _
a n d  c r e a t i n i n e .  I t  c o u l d  a l s o  b e » p a r t i a l ' l y  o r  s o l e l y  due  t o
t h e  r e a c t i o n  o f  TNP t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  o f  t h e  r e s p e c t i v e  
^  \ _ _ _ 
a c i d s  ( n u c l e o p h l l l c  s u b s t i t u t i o n - o f  -COO o r  - S O ^ 'b y  OH ) a n d
c r e a t i n i n e .  Scheme 4 p r e s e n t s  a  so m ew h a t  s i m p l i f i e d  r e a c t i o n
s e q u e n c e  d e s c r i b i n g  t h e s e  a s s u m p t i o n s .
C02 o r  SO^*
TNBS o r  TNBA + OH :----------
C r e a t i n i n e
TNBA o r ’ T N B S - C r e a t i n i n e  
( 4 6 5 - 4 7 5  nm)
■ M elsen h e lm er-  
. Complex  
( 4 9 0 - 5 5 0  nm)
-P i  c r a t e
C r e a t i n i n e
P i c r a t e - C r e a t i n i n e  
(470  nm)
SCHEME 4
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The o b s e r v e d  r e a c t i o n  may t h e r e f o r e ,  b e  s i m p l y  a n  e q u i l -  
- i b r i u m  p r o c e s s  b e t w e e n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  M e i s e n h e i r a e r  
c o m p le x  a n d  t h e  r e a c t i o n  o f  tH e - ' I r r e s p e c t iv e  a c i d  w i t h  c r e a t i n -  
i n e  a n d / o r  t h e i r  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t f  (TNP) a n d  c r e a t i n i n e  
( t r a n s i t i o n  p r o c e s s ) .
I n  c o n c l u s i o n  a  p o t e n t i a l  c o l o r  r e a g e n t  r e q u i r e s  s u f -  
■ ' f i c i e n t  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  s u b s t i t u e n t s  (-NC^)  t o  p r o m o t e
t h e  f o r m a t i o n  o f  a  s u f f i c i e n t l y ^  s t a b l e  p o s i t i v e  r e a c t i o n  i n t e r ­
m e d i a t e .  The s t a b i l i t y  o f  t h i s  i n t e r m e d i a t e  c a n n o t  b e  t o o  
' . h i g h  a s  t h i s  t e n d s  t o  p r o m o t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  •• 'secondary
•s
r e a c t i o n  p r o d u c t s  ( M e i s e n h e i m e r  c o m p l e x ( s ) )  i n  t h e  p r e s e n c e '  
o f  e x c e s s  h y d r o x i d e ,  i o n .  * T h e s e  s e c o n d a r y  p r o d u c t s  w e re
l a r g e l y  t o . - b l a m e  f o r  t h e  i n t e n s e l y '  c o l o r e d  r e a g e n t  b l a n k s■- 1
o b t a i n e d  w i t h  some o f  t h e  r e a g e n t s  e x a m i n e d .  'The p r e s e n c e  
o f  e l e c t r o n -  d o n a t i n g  o r  r i n g  d e a c t i v a t i n g  s u b s t i t u e n t s ' may 
b e  u s e d  t o  i n c r e a s e  t h e  r e a c t i o n s  s e l e c t i v i t y  by m i n i m i z i n g  
t h e s e  s ec p fe d a r y  r e a c t i o n s .  B e c a u s e  t h e  r e a c t i o n  m a t r i x  i s  a n  
a q u e o u s  s y s t e m ,  s u b s t i t u e n t  g r o u p s  t h a t  p r o m o t e  w a t e r  s o l u - \  
b i l i t y  s h o u l d  a l s o  b e  p r e s e n t .  The . u l t i m a t e  r e a g e n t  wouldl - 
b e  w a t e r  s o l u b l e  a n d  h a v e  r i n g  s u b s t i t u e n t s  w h i c h  w o u lp  p r o ­
m o t e  t h e '  f o r m a t i o n  o f  a  r e a c t i o n  i n t e r m e d i a t e  h a v i n g - a  
• m o d e r a t e  r a t e  o f  f o r m a t i o n . s o  t h a t  t h e  r a t e  o f  r e m o v a l  o f  t h e  
c r e a t i n i n e  p r o t o n  d o e s  n o t  b e c o m e ' r a t e - l i m i t i n g  a n d  l a s t - l y  a  
s h o r t  r e a ' c t l Q n  h a l f - l i f e  t o  m i n i m i z e  t h e  f o r m a t i o n  o f  s e c ­
o n d a r y  r e a c t i o n  p r o d u c t ( s ) .  Compounds b e l i e v e d  t o  s a t i s f y  
t h e s e  c r i t e r i a  w o u ld  be .  t h e  d i n i t r p p h e n o l s , 2 , 6 - d i n i ' t r o p h e n o l  - 
a n d  3 , 5 - d i n i t r o p h e n o l  a s  w e l l  a s  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  s u l f o n i c
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a n d  c a r b o x y l i c  a c i d  d e r i v a t i v e s .
The c o n c e n t r a t i o n  o f  h y d r o x i d e  i o n  u s e d  s h o u l d  b e  s u c h  
t h a t  i t  i s  s u f f i c i e n t  t o  r a i s e  t h e  r e a c t i o n  pH t o  t h e  l e v e l  
r e q u i r e d  f o r  t h e  r e a c t i o n  t o  o c c u r  ( i . e . ,  f o r  t h e  r e s p e c t i v e  
p r o t o n  r e m o v a l s ) .  E x c e s s  h y d r o x i d e  a s  i s  g e n e r a l l y  e m p lo y e d  
i s  n o t  a d v i s e d  a s  i t  a p p e a r s  t o  p r o m o t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  
v a r i o u s  h y d r o x i d e  c o l o r  r e a g e n t  a d d u c t s .  A r e - e x a m i n a t i o n  
o f  2 - , 2 ' - d i n i t r o b I p h e n y l - 4 ' ’, 4 , - d I s u l f o n i c  a c i d  u n d e r  s'omewhat 
m i l d e r  c o n d i t i o n s  may a l s o  b e  w o r t h w h i l e .  The u s e  o f  s t e r i c
• •i
. *.. •/ 1 
b l o c k i n g  g r o u p s  a s  a  m ean s  o f  i n c r e a s i n g  t h e  c o l o r  r e a c t i o n ' s
s p e c i f i c i t y  may a l s o . b e  n o t e w o r t h y .
s \
S e c t i o n  2 .  An Im p ro v ed .  K i n e t i c  D e t e r m i n a t i o n  f o r  
C r e a t i n i n e  U s i n g  t h e  A b b o t t  ABA-100
An i m p r o v e d  m e th o d  f o r  t h e  k i n e t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f
c r e a t i n i n e  on t h e  A b b o t t  ABA-100 was. d e v e l o p e d .  O p t i m i z a t i o n
* *  "*
o f  t h e  p i c r a t e  a n d  h y d r o x i d e  i o n  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  by.,-
m eans  o f  a  ^ s im p le x  o p t i m i s a t i o n  r e s u l t e d  i n  r e a c t i o n  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  19 mM a n d ' l 8 0  mM, r e s p e c t i v e l y .  Use o f : t h e s e  c o n ­
c e n t r a t i o n s "  r e s u l t e d  . In  a  35*■I n c r e a s e -  i n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  
(AA/90 s )  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  i n i t i a l l y  • 
p r o p o s e d  b y  A b b o t t .  The p r o p o s e d  m e th o d  n o t  o n l y  c o r r e l a t e d  
m ore  c l o s e l y  w i t h  d a t a  o b t a i n e d  w i t h  an  a u t o m a t e d  J a f f £  m e th o d  
( T e c h n i c o n  N -30)  b u t  o f f e r e d  i n c r e a s e d  r e p r o d u c i b i l i t y  . (C .V .=  
3 . 6 $  a t  1 . 1  mg/dL a n d  2 . 4 $  a t  4 . 9  m g /d b  c r e a t i n i n e ,  r e s p e c - .  
t i v e l y )  r e l a t i v e  t p  t h e  A b b o t t  m e th o d -  The w i t  h . i n - l a b  o r a t o r y  
p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t s  o f f e r s  i n  a d d i t i o n  t o  an  
- I n - l a b o r a t o r y  c o n t r o l  o v e r  r e a g e n t  q u a l i t y , ,  a  s i g n i f i c a n t  . c o s t
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s a v i n g s  -w i th  r e s p e c t  t o  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d ' s ,  c o m m e r c i a l l y
a v a i l a b l e  c o u n t e r p a r t .
D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  r e a g e n t
*
^ c o n c e n t r a t i o n s  p r o t e i n  was  f o u n d  t o  h a v e  a  n e g a t i v e  e f f e c t  . 
on  t h e  r e a c t i o n  r a t e .  To., c o m p e n s a t e  f o r  t h i s  n e g a t i v e  e f f e c t ,  
t h e  c r e a t i n i n e  s t a n d a r d s . w e r e  p r e p a r e d  i n  a  s o l u t i o n  c o n t a i n ­
i n g  4 . 5  g / d L  BSA. The r e a c t i o n  r a t e  was a l s o  f o u n d  t o  be  
s e n s & t i v e  t o  s m a l l ’̂ a r i a t i o n s  i n  t h e  ' r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  p i c r a t e  a n d / o r  h y d r o x i d e  i o n , - t h e  l a t t e r  m ore  s o  t h a n  
t h e  f o r m e r ,  a n d  t h e r e f o r e ,  s t r i n g e n t  c o n t r o l  o f  t h e  p r e p a r a -  - 
t i o n  o f  t h e  c o l o r  r e a g e n t  i s  n e c e s s a r y  f o r  m a x i m a l  r e s p o n s e  
an d  r e a c t i o n  r e p r o d u c i b i l i t y .
• ' F u r t h e r . w o r k . o n  t h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p a r a ­
m e t e r s  a s  weTl  a s  t h e  c o l o r  r e a g e n t  r e a c t i o n  c o n c e n t r a t i o n  
i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  w o rk  o f  B u t l e r  (.157) a n d  V a s i l l a d e s  (1 5 5 )
.  w o u ld  b e  w o r t h w h i l e .  The e x a m i n a t i o n ,  o f  c o l o r  r e a g e n t s  o t h e r  
t h a n  p i c r i c  a c i d  ( e _ . £ . , 2 , " 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o i c  a c i d )  may be  
w a r r a n t e d .  F i n a l l y ,  t h e  c a u s e  a n d  c o r r e c t i o n  o f  t h e  n e g a t i v e  
■ e f f e c t  t h a t  p r o t e i n  h a s  on  t h e  r e a c t i o n  r e s p o n s e  c o u l d  b e m o r e  
c r i t i c a l l y  e x a m i n e d :  _ .... \
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APPENDIX
, • . . v ^
S t r u c t u r a l  E l u c i d a t i o n ;  D a t a
1 . ’ * 4 , 6 - D i n i t r o - 2 - p h e n y l p h e n o I .
'»
a )  NMR d a t a  ( i n  CD^SOCD^)
, 6 F u n c t i o n a l  p r o t o n ( s )
7 - 3 6  - . -OH
7 - ^ 2  - p b e n y l  r i n g ’p r o t o n ^ , , * v. .
8 . 1 6  -H -  ■
**.
■■8.62 -H '
b ) '  Mass s p e c t r a l  d a t a
m /z  '% R.A.
. 2 6 0  88 ‘ M
■ 2 ^3  100 ’ M+ (M -  OH)
213 - 41 . (M -  NG2 ) ' -
. . 139 4 l  M+ (M -  (NO- + C
I , . • 2
c )  I n f r a r e d  d a t a  . „■ r '
cm ^ F u n c t i o n a l  g ro u p
1350 -NO-
1560  2
870 2 j A , 6 - t r i s u b s t i t u t e d  r i n g
1030  " •
1160
21 2 s 2 ' - D i n i t r o b i p h e n y l - 4  j V - d i s u l f o n i c  a c i d  . ( d i s o d i u m  s a l t )
a )  NMR d a t a  ( i n  D2 0)
F u n c t i o n a l  p r o t o n ( s )
7 - 5 0  H '
7 . 6 5  H^
237




8 . 6 3  




b )  E l e m e n t a l  a n a l y s i s  d a t a  












E x p e r i m e n t a l  
% c o m p o s i t i o n
2 6 . 8 2  , -
2 . 4 0
5-12
1 2 . 8 4
C a l c u l a t e d  - % 
c o m p o s i t i o n
2 6 . 9 3
2 . 4 2
5 - 2 4
1 1 . 9 7
F u n c t i o n a l  group*
-NO.
- s o 3h  •
3 .  : i )  2 , 4 , 6 - T r i n i t r o . b e n z o y l  c h l o r i d e .
a )  NMR d a t a  (CgDg)
6 ' F u n c t i o n a l  p r o t o n ( s )
8 . 1 5  a r o m a t i c  p r o t o n s
b )  IJass  s p e c t r a l  d a t a .
m /z i % R . A .
240 100
241  ■ • - .  8
M (M -  C l )  
M+ + 1
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c )  E l e m e n t a l  a n a l y s i s  d a t a  






0 . 6 6  
1 5 . 02 . 
■■ 13- 00
<■*4
C a l c u l a t e d  %- 
c o m p o s i t i o n
3 0 . 4 9
0 . 72
1 5 . 2 4
1 2 . 7 8
*■
f
1 1 )  . M e t h y l  2 , 4 , 6 - t r i n i t r o b e n z o a t e - ■
i '
a )  NMR d a t e  ( i n  CgDg) *
6 F u n c t i o n a l  p r o t o n ( s )
3 . 7 0  - c k ,  ;
8-. 30 a r o m a t i c  p r o t o n s
% R . A .
b )  Mass s p e c t r a l  d a t a
m /s
271  100
- 58 ' 27
272  7
c )  - E l e m e n t a l  a n a l y s i s  d a t a




E x p e r i m e n t a l  
% c o m p o s i t i o n
34.-95 .
1. ..72 • 




C a l c u l a t e d  % 
c o m p o s i t i o n
3 5 -4 2
1 . 8 4
1 5 . 5 2
d) I n f r a r e d  d a t a





F u n c t i o n a l  g r o u p  
-C  -  0
- no2
- C - 0 - b e n z o a t e
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4. Methyl 2.,4,6-tr'initrobenzene:-l-sulfo^ate.
a )  NMR d a t a  ( i n  C D ^ O C D ^
6 . F u n c t i o n a l ,  p r o t o n ( s )
‘ 4 . 7 0  , ‘ r ' . -CH3
■ 8 . 7 0  a r o m a t i c  p r o t o n s
b)  Mass s p e c t r a l  d a t a
m /z  _ . ■ % R .A .
293 .100 M '
294 32 ;m -h 1.
5-  2 , 4 , 6 - T r i n i t r o a n i s o l e .
a ) .  NMR d a t a  ( i n  CD^SOCD^)
6. F u n c t i o n a l  p r o t o n ( s )  '
4 . 2  ■ -CH3
7 - 9  a r o m a t i c  p r o t o n s
- b )  I n f r a r e d  d a t a  ■
cm ^ _ ■ F u n c t i o n a l  g r o u p
•1350 - N 0 o .
155°
108D a r o m a t i c  e t h e r
1270
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